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総 緒  
 
ヒトの消化管内には莫大な数の常在細菌が存在している。一般的に健
常なヒトの常在細菌の数は 100 兆個以上であり，その多様性は 400 種類
以上にものぼるとされている [Bourlioux et al . ,  2003]。これらの細菌は胎児
の段階では存在せず，出生を経て細菌の消化管内への定着が始まる。そ
の後成体に至ってからは生理的条件下における細菌の数および構成は一
定に保たれている [Cresci  and Bawden, 2015; Zoetendal et al . ,  1998]。常在細
菌は病原性を有する細菌の消化管上皮への接着および侵入の抑制 [Canny 
and McCormick, 2008]や短鎖脂肪酸やビタミン等の栄養素の合成などの有
益な作用を与えるとされており [Batt et al . ,  1996]，さらに正常な免疫応答
や経 口 免疫 寛 容 の誘 導 にも 不 可 欠で あ ると さ れ てい る [Moreau and 
Corthier,  1988; Sudo et al . ,  1997]。一方，近年では腸内細菌叢の構成の変
化と高血圧 [Yang et al . ,  2015]，肥満 [Turnbaugh et al . ,  2006]，自己免疫疾患
[Yadav et al . ,  2017]，糖尿病 [Alkanani et al . ,  2015]および乳癌 [Xuan et al . ,  
2014]などの種々の疾患との間に深いつながりがあるとされている。これ
らのことから動物の健康を維持し，増進するためには消化管内腔におけ
る常在細菌の定着を制御し，そのバランスを維持することが不可欠であ
る。  
動物の粘膜上皮上への常在細菌の定着は非特異的生体防御によって制
御されている。すなわち哺乳動物の後位消化管では粘膜が杯細胞から分
泌される 2 層の厚い粘液層に覆われており [Atuma et al . ,  2001]，小腸およ
び結腸において粘液層が細菌の上皮への接着を妨げる物理的バリアーを
形成するとされている [Johansson et al . ,  2008; Rozee et al . ,  1982]。加えて
消化管粘膜を覆う粘液層には種々の抗菌物質が含まれることにより，化
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学的バリアーをも形成するとされている [Dupont et al . ,  2014]。またラット
消化管全長では細菌の粘膜上皮への優先的な接着部位が粘膜の最内腔側
に位置するアポトーシス後期の上皮細胞であるとされており [Chin et al . ,  
2006; Yamamoto et al . ,  2009]，小腸の上皮細胞に細菌が接着した場合には，
上皮細胞が接着した細菌を物理的に排除する可能性が示唆されている
[Inamoto et al . ,  2008a, b]。さらに小腸腸絨毛間隙深部に向かって細菌が増
殖した場合には，腸絨毛の丈の縮小および上皮細胞の交代促進が起こり
[Qi et al . ,  2009]，加えて腸陰窩に存在するパネート細胞からリゾチームや
sPLA2 などの抗菌物質の一過性の分泌が起こるとされている [Yokoo et al . ,  
2011a, b]。このように粘膜上の常在細菌の増殖に呼応して様々な生体防御
応答が起こることから，粘膜の上皮には細菌の構成成分を認識する受容
体の存在が想定されている [Inamoto et al . ,  2008a, b; Qi et al . ,  2009]。  
Toll-like receptor（TLR）は，細菌やウイルス由来の構成成分である病
原体関連分子パターンを認識する受容体ファミリーとして近年注目され
ており，哺乳網ではこれまでに 13 種類の TLR が同定されている。TLR
ファミリーの中で細菌の構成成分を認識する TLR として，TLR-2 と二量
体を形成し，トリアシルリポペプチドを認識する TLR-1，ペプチドグリ
カン，リポ蛋白質およびリポタイコ酸等を認識する TLR-2，リポポリサ
ッカライドを認識する TLR-4，細菌の鞭毛に含まれるフラジェリンを認
識する TLR-5，さらに細菌の DNA に含まれる非メチル化 CpG 配列を認識
する TLR-9 があげられる。生体内で TLR を発現する主要な細胞である免
疫担当細胞では，TLR を介して前記のリガンドを認識することによって
NF-κB などの転写因子が活性化され，炎症性サイトカインの分泌が誘導
される [Akira et al . ,  2006; Gleeson et al . ,  2006; Kawai and Akira, 2007; Netea 
et al . ,  2006]。一方，近年では免疫担当細胞以外の細胞種として，消化管
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の上皮細胞に TLR の発現が報告されている。すなわちヒト結腸上皮の初
代培養細胞では TLR-1 から -9 が発現するとともに [Otte et al . ,  2004]，ヒト
の小腸末端および結腸の上皮細胞は TLR-2 から -5 を発現することが明ら
かにされており [Cario and Podolsky, 2000]，さらにラットの十二指腸，空腸
および回腸の絨毛円柱上皮細胞の線条縁に TLR-2 が発現することが免疫
組織化学的に示唆されていることから，小腸全長にわたって腸絨毛上皮
に発現する TLR-2 が常在細菌の増殖等を監視している可能性が推察され
ている [Mantani et al . ,  2011]。  
常在細菌の定着制御に関わるもう一つの因子として，消化管における
主要な特異的生体防御因子の一つである IgA の存在が挙げられる。哺乳
類の免疫グロブリンクラスは IgM，IgG，IgD，IgE および IgA から構成さ
れており， IgM が B 細胞の成熟段階のもっとも初期に発現され，その後
クラススイッチを経て，各免疫グロブリンを発現する B 細胞および形質
細胞に成熟するとされている [Schroeder Jr and Cavacini , 2010]。ヒトでは
全形質細胞の 80%が消化管の粘膜固有層に存在しており，これらの形質
細胞のほとんどが IgA を産生していることから [van der Heijden et al . ,  
1987]，消化管の内腔には多数の IgA が存在しており，種々の病原菌など
に対する生体防御としての機能を果たしている [Apter et al . ,  1993; Forbes 
et al . ,  2008]。一方，消化管内に存在する常在細菌にも IgA が付着してお
り [Brandtzaeg et al . ,  1968; van der Waaij  et al . ,  1996]， IgA の細菌表面への
付着が細菌の粘膜上皮への接着を妨げるとされている [Williams and 
Gibbons, 1972]。さらに IgA のクラススイッチにおいて重要な働きする活
性化誘導シチジンデアミナーゼ（AID）を欠損させたマウスでは小腸内腔
における細菌の構成が大きく変化するが，AID 欠損マウスの粘膜固有層
における IgA を再構築することにより，細菌の構成が野生型マウスと同
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様に回復することから，IgA が消化管内腔の常在細菌叢の制御における重
要な因子であるとされている [Fagarasan et al . ,  2002; Suzuki et al . ,  2004]。  
IgA 産生の主要な誘導部位とされているのが，消化管粘膜に存在する粘
膜付属リンパ組織（GALT）の中でも代表的な組織であるパイエル板であ
る [Suzuki et al . ,  2007]。パイエル板は小腸粘膜に存在する集合リンパ小節
であり [Heel et al . ,  1997]，ヒトではパイエル板は胎児期から小腸に散在し
ており，その数は出生を経て成体に至るまで増加するとされている
[Cornes,  1965]。このパイエル板に多数存在するリンパ小節は濾胞被蓋上
皮（FAE）に覆われて，その直下の粘膜固有層は構成される細胞の違いに
より円蓋域，濾胞域および傍濾胞域に区分されており [Chin et al . ,  2006; 
Junt et al . ,  2008]，各領域に存在する免疫担当細胞の相互作用によって食
餌性抗原や病原菌に対する免疫応答および経口免疫寛容が誘導される
[Heel et al . ,  1997; Jung  et al . ,  2010]。一方，生理学的条件下の粘膜上に形
成された細菌コロニー下の粘膜には必ずリンパ小節が存在することから，
リンパ小節が常在細菌のコロニー単位での定着制御に貢献する可能性が
考えられている [Yamamoto et al . ,  2009]。  
Owen と Jones は 1974 年にヒトのパイエル板の FAE に，一般的な微絨
毛円柱上皮細胞とは異なる形態を示す上皮細胞を見出しており，この細
胞を microfold cell すなわち M 細胞と呼称している [Owen et al . ,  1974]。そ
の後の報告では M 細胞は遊離縁側に薄い膜状の細胞質を有する形態学的
特徴 か ら membrane cell [von Rosen et al . ,  1981]ま た は membranous 
epithelial  cell [Kato, 1990; Owen, 1977]とも呼称されており，現在ではこれ
ら両方の頭文字をとって M 細胞と呼ばれている。この M 細胞の形態につ
いては超微形態学的観点を中心に，ヒト [Kanou, 1984; Owen and Jones,  
1974]，マウス [Owen, 1977]，ラット [Kanou, 1984; Onishi et al . ,  2007b]にお
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いて研究されてきた。M 細胞の超微形態学的特徴は小腸の上皮の大部分
を占める微絨毛円柱上皮細胞とは形態的に大きく異なる。すなわち，遊
離縁側には微絨毛の代わりに微ヒダまたは太く短い微絨毛を不規則に有
し，遊離縁側の薄い膜状の細胞質の基底側に多数の遊走細胞を容れるポ
ケットを形成する。さらに M 細胞の細胞質内には多数の小胞が見出され
ており [Owen, 1977]，腸管内腔にラテックス粒子ないし西洋わさびペルオ
キシダーゼ（HRP）を投与した場合には，M 細胞の細胞質に存在する小
胞内および直下の免疫担当細胞に投与物がみとめられることから，M 細
胞は腸管内腔の食餌性抗原や病原菌を未消化のまま取り込み，直下の免
疫担当細胞に受け渡すことにより，免疫応答の入り口を担うとされてい
る [Owen, 1977; Pappo and Ermak, 1989;  von Rosen et al . ,  1981]。一方，M 細
胞は消化管内腔の抗原を取り込むには適さないリンパ小節の側面に主に
出現することが明らかにされている [Chin et al . ,  2006; Gebert et al . ,  1999]。
加えて M 細胞が腸管内腔の常在細菌をも取り込むことから，この取り込
みを介してリンパ小節による常在細菌の定着制御にも貢献している可能
性が想定されている [Chin et al . ,  2006; Yamamoto et al . ,  2009]。  
これまで M 細胞による細菌の取り込みに関わる受容体について多くの
研究がなされている。すなわち，M 細胞が GPI アンカー型タンパク質で
ある glycoprotein 2（GP2）を介して細菌の線毛を構成する FimH を認識し，
細菌を取り込むとされており [Hase et al . ,  2009]，他にも M 細胞による
β1-integrin を介した Yersinia pseudotuberculosis の取り込み [Clark et al . ,  
1998]および Cellular prion protein を介した Brucella abortus の取り込み
[Nakato et al . ,  2009;  Nakato et al . ,  2012]が明らかにされている。またマウ
スパイエル板の M 細胞では IgA の選択的な接着が起こることから，M 細
胞には IgA に対する受容体が発現しており，この受容体を介して常在細
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菌がリンパ小節内に取り込まれる可能性が示唆されている [Mantis et al . ,  
2002; Rol et al . ,  2012]。さらにマウス M 細胞で TLR-2，-4 および -9 の発現
[Chabot et al . ,  2006; Tyrer et al . ,  2006]およびブタ M 細胞で TLR-2 および -9
の発現が報告されていることから  [Shimosato et al . ,  2005; Tohno et al . ,  
2005]，マウスおよびブタでは TLR-2 が M 細胞における取り込み受容体と
して働くことが示唆されている [Chabot et al . ,  2006; Tohno et al . ,2005]。  
M 細胞の研究の中で多くの注目を集めてきた研究の一つが分化に関す
る研究である。これまで M 細胞がどの細胞から分化するかについては，
ヒト [Kernéis et al . ,  1997]，マウス [Bye et al . ,  1984; Gebert et al . ,  1999; Smith 
et al . ,  1992]，ラット [Onishi et al . ,  2007b]，トリ [Kitagawa et al . ,  2003]およ
びブタ [Miyazawa et al . ,  2006]などの多くの動物で研究されている。すなわ
ち，M 細胞の起源はリンパ小節に隣接する腸陰窩（FAIC）に位置する幹
細胞由来の微絨毛円柱上皮細胞であり [Bye et al . ,  1984; Gebert  et al . ,  1999; 
Kitagawa et al . ,  2003]，この微絨毛円柱上皮細胞が FAE において盛んな取
り込みをすることによって遊離縁側の細胞膜を消費し，結果的に微絨毛
が欠損することによって M 細胞の形態へと分化することが明らかにされ
ている [Onishi et al . ,  2007b]。さらに M 細胞の分化に深く関わるとされて
いるのが細菌の存在である。これまで SPF マウスをコンベンショナルな
飼育環境下に移すと，M 細胞の増加が起こることから，M 細胞の分化へ
の細菌の関与が示唆されており [Smith et al . ,  1987]，その後無菌マウスへ
の Salmonella typhimurium の経口投与 [Savidge et al . ,  1991]またはウサギ小
腸の腸管ループ内への Streptococcus pneumoniae の投与 [Borghesi et al . ,  
1996]により，M 細胞の増加が誘導されることが明らかにされている。加
えて，ラットパイエル板のリンパ小節では FAE 上の常在細菌に呼応して
M 細胞の分化が誘導される可能性が示唆されている [Chin et al . ,  2006]。こ
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のように，粘膜表面における常在細菌の存在に呼応して M 細胞の分化が
誘導されることから，リンパ小節の FAE には常在細菌を認識し，M 細胞
の分化に繋がる受容体の発現が想定される。しかし前記のように M 細胞
における細菌認識に関わる受容体については，その重要性から多く研究
されているものの，M 細胞の前駆細胞である微絨毛円柱上皮細胞におけ
るこのような受容体の発現の有無についての研究は未だおこなわれてい
ない。また近年では M 細胞の分化に関わる因子として receptor-activator of 
Nf-κB（RANK）およびそのリガンドである RANKL が注目されている。
RANKL および RANK はそれぞれ TNF スーパーファミリーに属するサイ
トカインおよびその受容体として 1997 年に骨髄由来の樹状細胞と T 細胞
との間の相互作用を高める調整因子として報告された [Anderson et al . ,  
1997; Wong et al . ,  1997b]。その後，これらの因子が骨形成への関与 [Yasuda 
et al . ,  1998]，樹状細胞，血管内皮細胞ないし上皮細胞におけるアポトー
シスの抑制 [Fata et al . ,  2000; Kim et al . ,  2003; Wong et al . ,  1997a]，胸腺や
リンパ節，さらには粘膜リンパ小節であるパイエル板および孤立リンパ
小節，クリプトパッチなどのリンパ組織の形成および維持にも関与する
ことが報告されている  [Kim et al . ,  2000; Lee et al . ,  2008; Taylor et al . ,  
2007]。近年では RANK および RANKL ノックアウトマウスで M 細胞が著
しく減少するとされている [Knoop et al . ,  2009; Rios et al . ,  2016]。加えて，
マウス [de Lau et al . ,  2012; Knoop et al . ,  2009; Rios et al . ,  2016; Wood et al . ,  
2016]，ウシ [Tahoun et al . ,  2012]およびヒト [Rouch et al . ,  2016]の腸管上皮
細胞由来の培養細胞が RANKL の刺激により M 細胞マーカーである
glycoprotein 2 を発現することから，RANK および RANKL が M 細胞の分
化に深く関わる因子として注目されている。しかし RANK/RANKL シグナ
リングが M 細胞の分化にどのように関与するのかについては未だ明らか
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にされておらず，RANK/RANKL と M 細胞の分化との関係についての組
織学的観点からの詳細な研究も未だおこなわれていない。  
そこで本研究では，まず常在細菌により誘導される M 細胞の分化に関
わる受容体の候補として哺乳綱の TLR の中でも常在細菌の構成成分を認
識する TLR-2， -4 および -9 に着目し，第 I 章では粘膜上皮上に常在細菌
が定着していないパイエル板のリンパ小節およびそれに付属する腸絨毛
の上皮における TLR の発現を免疫組織化学的に精査することにより，パ
イエル板上皮における TLR 発現の基本的な局在を明らかにするとともに，
M 細胞の分化と TLR との関係について予備的検討をおこなうことを目的
とした。次いで第 II 章では粘膜上皮上に常在細菌が定着したパイエル板
に着目し，常在細菌により誘導される M 細胞の分化と TLR との関係につ
いてさらなる解析をおこなうことを目的とした。また第 II 章ではリンパ
小節およびそれに付属する腸絨毛における RANK および RANKL の発現
およびその局在についても免疫組織化学的に精査することにより，
RANK/RANKL シグナリングの M 細胞分化への関与について組織学的に
検討し，M 細胞の分化メカニズムの一端を明らかにすることを目的とし
た。  
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第 I 章  
 
ラットパイエル板濾胞被蓋上皮および濾胞付属腸絨毛の上皮に
おける Toll-like receptor-2, -4 および -9 の発現の差異についての
免疫組織化学的研究  
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I-1. 小 緒  
 
ラット小腸の腸絨毛では，上皮細胞へ常在細菌が接着すると，上皮細
胞がβアクチンやミオシン細糸などからなる物理的防御層を接着部位の
細胞質内に形成し，接着した細菌を物理的に排除することが明らかにさ
れている [Inamoto et al . ,  2008a, b]。また，腸絨毛先端の接着部位から腸絨
毛間隙の深部にまで細菌が増殖すると，腸絨毛の丈の縮小および上皮細
胞の移動速度の促進が起こり [Qi et al . ,  2009]，さらに腸陰窩底部に存在す
るパネート細胞から lysozyme や sPLA2 などの抗菌物質が一過性に分泌さ
れることが明らかにされている [Qi et al . ,  2009; Yokoo et al . ,  2011a]。この
ように，腸絨毛では上皮細胞に近接する常在細菌に対して局所的な生体
防御応答を惹起することから，腸絨毛の表面には細菌を認識する何らか
の受容体が存在する可能性が想定されている [Inamoto et al . ,  2008a, b; Qi 
et al . ,  2009]。これに関して，ラット十二指腸，空腸および回腸の絨毛円
柱上皮細胞の線条縁に TLR-2 の発現が免疫組織化学的に検出されている
ことから，小腸全長にわたって TLR-2 が腸絨毛に定着した常在細菌をモ
ニタリングしている可能性が推察されている [Mantani et al . ,  2011]。  
ラットのパイエル板では，FAE 上に存在する常在細菌に呼応して M 細
胞の分化が促進され，M 細胞によって常在細菌が取り込まれるとされて
いる [Chin et al . ,  2006]。したがって FAE にも腸絨毛上皮と同様に常在細
菌の認識に関与する TLR のような受容体が発現している可能性が想定さ
れる。さらにラットパイエル板の FAE における常在細菌の接着が腸絨毛
の上皮よりも高頻度であることが明らかにされており [Mantani et al . ,  
2014]，加えて腸絨毛では常在細菌の接着頻度と上皮における TLR の発現
との間には関連があることが示唆されていることから [Mantani et al . ,  
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2011]，FAE では腸絨毛とは異なる常在細菌に対する特殊な認識機構が備
わっている可能性が想定される。  
M細胞はリンパ小節に隣接する FAIC由来の上皮細胞のみから分化する
とされており [Gebert et al . ,  1999]，FAIC にはこの M 細胞の分化以外にも
杯細胞やパネート細胞が少ないといった一般の腸陰窩とは異なる特徴が
報告されている [Mantani et al . ,  2014]。これらのことから，FAIC は一般腸
陰窩とは異なる性質をもった腸陰窩であると考えられる。この FAIC から
は FAE だけでなくリンパ小節に隣接する濾胞付属腸絨毛（ FAIV）を構成
する上皮細胞も産生されるが，FAIV と一般の腸絨毛との性質の差異につ
いては未だ調べられていない。そこで，細菌の構成成分を認識する受容
体である TLR-2， -4 および -9 に着目し，第 I 章ではリンパ小節およびそ
れに付属する腸絨毛の上皮細胞におけ TLR-2， -4 および -9 の発現状況を
免疫組織化学的に精査し，各上皮における TLR の発現の差異について明
らかにすることによって，FAE および FAIV における常在細菌の定着制御
機構の特殊性を探るとともに，M 細胞の分化と TLR-2， -4 および -9 との
関係についても検討した。  
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I-2. 材料および方法  
 
1）  供試動物および飼育法  
同腹ではない 7 週齢の SPF Wistar 系ラット（日本 SLC，浜松，日本）
の雄 5 匹を用いた。供試動物の飼育および実験については「神戸大学動
物実験実施規則」に基づいておこなった（許可番号： 25-06-01）。実験動
物の飼育を神戸大学ライフサイエンスラボラトリーの個別換気ケージシ
ステム（TECNIPLAST S.p.A. , Buguggiate,  イタリア）を用いておこなった。
飼育条件については室温を 23 ± 1ºC，湿度を 50%に保ち，配合飼料（「ラ
ボ R-A2」高圧滅菌済；日本農産工業，横浜，日本）の自由摂食および自
由飲水さらに午前 7 時から午後 7 時までの 12 時間照明とした。  
実験期間中，ラットには外見上の異常はみとめられず，健常であり，
材料採取時における肉眼解剖的所見および主要臓器の組織学的所見にお
いても異常はみとめられなかった。  
 
2）  材料採取および組織学的処理  
ラットをソムノペンチル（共立製薬，東京，日本）の腹腔投与による
深麻酔下で安楽死させた後，胸郭の腹側を正中切開し，右心壁を切開し
て 放 血 死 さ せ た 。 た だ ち に パ イ エ ル 板 を 含 む 回 腸 を 摘 出 し ，
4%paraformaldehyde リン酸緩衝固定液に 24 時間浸漬した。  
凍結切片の作製については Barthel と Raymond（ 1990）の方法に準拠し
た。その方法を要約して以下に記載する。  
固定後，組織片の 0.1M リン酸緩衝液（ pH 7.4;  以下 PB）による洗浄を
30 分間ずつ 3 回おこなった。次いで， 5％スクロース加 0.1M リン酸緩衝
液（ pH 7.4; 以下スクロース加 PB）に 20 分間ずつ 3 回， 10％， 12.5％，
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15％スクロース加 PB にそれぞれ 30 分，20％スクロース加 PB に 1 時間浸
漬し，最後に 4℃の 20％スクロース加 PB と OCT コンパウンド（Sakura 
Finetek，Torrance，CA，米国）を 2： 1 の割合で混合した混合液に一晩浸
漬した。浸漬後，溶液とともにアルミ箔製の容器中に移し，その容器を
液体窒素中の銅塊に押し付けて急速凍結した。作製した凍結ブロックに
ついては薄切時まで –30℃で保存した。次いで，クリオスタット（HM505E
型， CarlZeiss， Jena，独国）を用いて 4 μm 厚の凍結切片を作製し，
3’-aminopropyltriethoxysilane（信越化学工業，東京，日本）をコーティン
グしたスライドグラスに貼付して，使用時まで –30℃で冷凍保存した。  
 
3）  免疫組織化学的染色  
前記の凍結切片を蒸留水に浸漬し，アスピレーターによる陰圧条件下
で切片に含まれる気泡を除去して，0.05％の Tween20（和光純薬工業，大
阪，日本）を加えた 0.01M リン酸緩衝液（ pH7.4，以下 0.05％T-PBS）で
3 回洗浄した。続いて 100％メタノールと 0.5％過酸化水素水に室温でそ
れぞれ 30 分間浸漬した後， 0.05％T-PBS で 3 回洗浄し，ブロッキングワ
ン Histo（ナカライテスク，京都，日本）と室温で 1 時間反応させた。そ
の後，100 倍希釈の抗 TLR-2 （D-17），TLR-4（M-16）および TLR-9（N-15）
ヤギ IgG（Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 米国）と室温で撹拌し
ながら 30 分間反応させた後， 4℃で 18 時間反応させた。反応後， 0.05％
T-PBS で 3 回洗浄し， 200 倍希釈の抗ヤギ IgG マウス IgG（Chemicon 
International Inc.,  Billerica,  MA，米国）と室温で 1 時間反応させた。最後
にトリス緩衝液（ pH7.6）で切片を 3 回洗浄し， 0.17 μl/ml の過酸化水素
を加えた 0.02% 3,3’-diaminobenzidine（同仁化学研究所，益城，日本）ト
リス緩衝液で発色させた後，ヘマトキシリン染色液で対比染色した。実
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験対照切片には一次抗体の代わりに非免疫ヤギ IgG（Peprotech, Rocky Hill ,  
NJ, 米国）および PBS を反応させた。  
 
4）  組織学的区分法  
組織の一般形態を観察するために，凍結切片をヘマトキシリン・エオ
シン染色した。腸絨毛のうちリンパ小節に隣接する腸絨毛を濾胞付属腸
絨毛（ FAIV），これ以外の腸絨毛を一般腸絨毛（ IV）と仮称し，さらに
FAIV の長軸よりリンパ小節側を f-FAIV およびリンパ小節に対置する側
を af-FAIV と仮称した。またリンパ小節に隣接する腸陰窩を FAIC，これ
以外の腸陰窩を一般腸陰窩（ IC）と仮称した（図 1）。  
IV，FAIV およびリンパ小節については，腸陰窩開口部から最内腔側の
上皮細胞までを 3 等分し，腸陰窩側から順に基部，中部および頂部と呼
称した。  
 
5）  定量組織学的観察法  
それぞれの個体から，常在細菌が上皮上に存在せず，腸絨毛の長軸に
沿って縦断された IV および FAIV を無作為に 5 本ずつ，さらにリンパ小
節の最内腔側の頂点を通って縦断されたリンパ小節を無作為に 5 つずつ
選び出し， 100 倍の対物レンズを装着した光学顕微鏡下で， IV， af-FAIV
および f-FAIV の片側の上皮ならびに片側の FAE に存在する総上皮細胞に
対する微絨毛円柱上皮細胞，杯細胞および M 細胞ならびに TLR-2， -4 お
よび -9 陽性の微絨毛円柱上皮細胞および M 細胞の割合を算出し，百分率
で表した。次いで，個体毎の平均値を算出し，さらに 5 個体における平
均値を求めてその値を平均値 ±標準偏差として表示した。上皮細胞種の判
定基準については，微絨毛円柱上皮細胞の場合，上皮細胞の遊離縁側の
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線条縁と細胞核が確認できるもの，M 細胞の場合，線条縁が欠如してお
り，遊走細胞を包むポケットを有すもの，および杯細胞の場合，杯細胞
特有の杯状の形状，分泌顆粒および基底側の細胞核を有するものを対象
として計測した。  
 
6）  統計解析  
すべての平均値の正規性を Kolmogorov-Smirnov 検定により検定し，分
散の検定を Bartlett 検定によりおこなった。パラメトリックの検定の場合
には one way ANOVA をおこなった後，Tukey-Kramer 検定をおこない，ノ
ンパラメトリックな検定の場合には Kruskal-Wallis 検定をおこなった後，
Steel-Dwass 検定をおこなった。P＜ 0.05 未満を有意とした。  
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I-3. 結 果  
1）  上皮の細胞構成  
IV， af-FAIV および f-FAIV の上皮は，微絨毛円柱上皮細胞および杯細
胞で構成されており，その分布には部位的差異がなかった。一方， FAE
は微絨毛円柱上皮細胞および杯細胞に加えて M 細胞によって構成されて
おり，M 細胞はリンパ小節の頂部よりも基部から中部を覆う FAE 中に多
く存在した。さらに腸絨毛の上皮と比べて FAE では杯細胞の出現が極め
て少なく， FAE 中に散在していた。  
以上の所見を定量組織学的に観察した結果，IV，af-FAIV および f-FAIV
の上皮間には各上皮細胞の割合に差異はなかったが， FAE では，この上
皮にのみ M 細胞が存在すること，ならびに微絨毛円柱上皮細胞および杯
細胞の出現頻度が有意に低いことが確認された（表 1）。  
 
 
 
IC および FAIC は主に微絨毛円柱上皮細胞，杯細胞およびパネート細
胞で構成されていた。 IC および FAIC のリンパ小節に対置する側の上皮
表 1 ラットパイエル板や腸絨毛の上皮を構成する上皮細胞の割合  
 IV af-FAIV f-FAIV FAE 
微絨毛円柱上皮細胞（％）1 )  84.4 ± 4.4 a) 78.3 ± 3.0 b) 73.0 ± 5.7 c) 66.9 ± 2.8 a), b), c) 
杯細胞（％） 1 )  15.6 ± 4.4 d) 21.7 ± 3.0 e) 27.0 ± 5.7 f) 3.9 ± 1.6 d), e), f) 
M 細胞（％） 1 )  0 g) 0 h) 0 i) 29.2 ± 2.1 g), h), i) 
1) 上皮細胞総数に対する各種上皮細胞数の割合。値は平均値 ± 標準偏差。 
a) – f): p <0.05，g) – i): p <0.01. 
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では杯細胞およびパネート細胞が多数存在したが，リンパ小節側の上皮
ではほとんどみとめられなかった。  
 
2）  パイエル板のリンパ小節および腸絨毛における各種 TLR の発現  
腸絨毛における TLR の局在については，TLR ごとに分けて以下に記載
し，リンパ小節における TLR の局在については TLR-2， -4 および -9 で類
似したため，一括して以下に記載する。  
 
a) 腸絨毛における TLR-2 の発現  
IV， af-FAIV および f-FAIV の基部から頂部にかけて，多くの微絨毛円
柱上皮細胞の線条縁が TLR-2 陽性を示し，その陽性強度は基部では弱く，
中部から頂部にかけては強かった（図 2）。 IV， af-FAIV および f-FAIV の
頂部では陰性の微絨毛円柱上皮細胞がまれにみとめられたのに対して，
f-FAIV の基部では陰性の微絨毛円柱上皮細胞が多くみとめられた（図 2）。
定量組織学的には，f-FAIV の上皮では IV および af-FAIV の上皮に比べて
陽性の線条縁を有する微絨毛円柱上皮細胞の出現頻度が有意に低く（図
3），その陽性強度も弱かった（図 2b）。IV，af-FAIV および f-FAIV の頂部
の微絨毛円柱上皮細胞の細胞質内にはまれに TLR-2 膜陽性の小胞がみと
められた。 IV， af-FAIV および f-FAIV の杯細胞では微絨毛が TLR-2 陰性
であったが，分泌顆粒がまれに陽性を示した。また IV， af-FAIV および
f-FAIV の上皮内リンパ球は陰性であった。 IV および FAIV の粘膜固有層
には遊走細胞の細胞膜および細胞質に TLR-2 陽性がまれにみとめられ，
微細な顆粒状の陽性が粘膜固有層内の細胞間隙や毛細血管内腔にもまれ
にみとめられた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
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b) 腸絨毛における TLR-4 の発現  
IV， af-FAIV および f-FAIV の頂部では，TLR-4 陽性の線条縁を有する
微絨毛円柱上皮細胞がまれにみとめられたが，ほとんどの微絨毛円柱上
皮細胞の線条縁は陰性であった（図 4）。また定量組織学的には， IV，
af-FAIV および f-FAIV 間における TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞の出現
頻度に有意な差はみとめられなかった（図 5）。一方， IV， af-FAIV およ
び f-FAIV の頂部の微絨毛円柱上皮細胞の細胞質内および細胞間隙にまれ
に顆粒状の TLR-4 陽性がみとめられた。 IV， af-FAIV および f-FAIV の上
皮における杯細胞および上皮内リンパ球に陽性はみられなかった。 IV お
よび FAIV の粘膜固有層には，遊走細胞の細胞膜および細胞質に TLR-4
陽性がまれにみとめられるとともに，微細な顆粒状の陽性が粘膜固有層
内の細胞間隙や毛細血管内腔にもまれにみとめられた。その他の組織構
成要素は陰性であった。  
 
c) 腸絨毛における TLR-9 の発現  
IV， af-FAIV および f-FAIV の上皮における微絨毛円柱上皮細胞，杯細
胞および上皮内リンパ球は TLR-9 陰性であった（図 6）。また定量組織学
的には， IV， af-FAIV および f-FAIV 間における TLR-9 陽性微絨毛円柱上
皮細胞の出現頻度に有意な差はみられなかった（図 7）。 IV および FAIV
の粘膜固有層では，遊走細胞の細胞膜および細胞質に TLR-9 陽性がまれ
にみとめられた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
d) リンパ小節における各種 TLR の発現  
リンパ小節を覆う FAE の全長で，まれに TLR-2， -4 ないし -9 陽性の線
条縁を有する微絨毛円柱上皮細胞がみとめられたが，ほとんどの微絨毛
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円柱上皮細胞の線条縁は TLR-2，-4および -9陰性であった（図 8a, 9a, 10a）。
一方，リンパ小節の基部から中部に散在する M 細胞の遊離縁側の細胞膜
には TLR-2， -4 ないし -9 陽性が多数みとめられ（図 8b, 9b, 10b），頂部の
FAE では基部および中部に比べて TLR-2，-4 ないし -9 陽性を呈する M 細
胞が少なかった。またリンパ小節基部から中部における TLR-2， -4 ない
し -9 陽性 M 細胞よりも FAE の上流である腸陰窩側に位置する微絨毛円柱
上皮細胞は TLR-2， -4 および -9 陰性であった（図 8c, 9c, 10c）。またリン
パ小節全長において TLR-2 および -9 陽性 M 細胞と比べて TLR-4 陽性 M
細胞が多数存在した。稀に出現する杯細胞は TLR-2， -4 および -9 陰性で
あった。加えて，TLR-2， -4 および -9 の微細な顆粒状の陽性が微絨毛円
柱上皮細胞の細胞質，M 細胞のポケット内の遊走細胞の細胞質内および
上皮下毛細血管の内腔にまれにみとめられた。その他の組織構成要素は
陰性であった。  
IV， af-FAIV， f-FAIV および FAE 間における各種 TLR の発現の差異を
定量組織学的に検討した結果， IV， af-FAIV および f-FAIV と比べて FAE
における TLR-2 陽性上皮細胞（含微絨毛円柱上皮細胞および M 細胞）は
有意に少なかった（図 3）。一方， IV，af-FAIV および f-FAIV の TLR-4 お
よび -9 の陽性微絨毛円柱上皮細胞に比べて， FAE における TLR-4 および
-9 の陽性 M 細胞の出現頻度は有意に高かった（図 5, 7）。  
 
3）  一般の腸陰窩および濾胞付属腸陰窩における各種 TLR の分布  
IC および FAIC の内容物，微絨毛円柱上皮細胞の線条縁および杯細胞
とパネート細胞の微絨毛が TLR-2， -4 および -9 陽性を示した（図 11, 12, 
13）。また IC および FAIC においてパネート細胞の細胞質の分泌顆粒に
TLR-4 陽性がみとめられたが，TLR-2 および -9 は陰性であった（図 12b, d）。
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IC および FAIC の微絨毛円柱上皮細胞および杯細胞の細胞質は TLR-2，-4
および -9 陰性であった。腸陰窩の内容物における TLR-2 の陽性は IC およ
び FAIC の両方で頻繁にみとめられたのに対し，TLR-9 の陽性は両方でま
れであった。一方， FAIC の内容物における TLR-4 の陽性は IC と比べて
頻繁にみとめられた。  
 
本章におけるすべての陰性対照切片で陽性反応はみとめられなかった。 
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I-4. 考 察  
1）  濾胞付属腸絨毛および濾胞被蓋上皮の微絨毛円柱上皮細胞におけ
る TLR の発現について  
小腸粘膜ではこれまで segmented filamentous bacteria や Lactobacillus 
fermentum がマウスパイエル板の FAE に優先的に接着することが報告さ
れており [Klaasen et al . ,  1992; Plant and Conway， 2001]，さらにラットパ
イエル板の FAE において常在細菌の接着が周囲の腸絨毛の上皮よりも高
頻度であることが明らかにされている [Mantani et al . ,  2014]。ラット小腸
の粘膜表面に定着するこれらの常在細菌の検知は，絨毛円柱上皮細胞に
発現した TLR-2 を介する可能性が推察されているとともに，頂部に TLR-2
陰性の領域を有する腸絨毛の上皮には頻繁に常在細菌が接着することか
ら，上皮における TLR-2 の発現の低下が常在細菌の接着に貢献すると考
えられている [Mantani et al . ,  2011]。本章における観察結果では， IV，
af-FAIV および f-FAIV の多くの微絨毛円柱上皮細胞が TLR-2 陽性を示し
たが， FAE のほとんどの微絨毛円柱上皮細胞は TLR-2， -4 および -9 陰性
であったことから， FAE の微絨毛円柱上皮細胞では腸絨毛の上皮と比べ
て TLR の発現が弱いことが示唆された。さらにリンパ小節における常在
細菌の優先的な接着部位とされているリンパ小節の先端部の FAE では M
細胞の出現が稀であり，微絨毛円柱上皮細胞によって構成されているこ
と [Chin et al . ,  2006]を併せ考えると，常在細菌の優先的な接着部位である
リンパ小節頂部の上皮を主に構成する微絨毛円柱上皮細胞における
TLR-2 の低発現が FAE への高頻度な細菌接着に貢献している可能性が考
えられた。加えて今回の観察結果では， IV および af-FAIV の上皮に比べ
て f-FAIV における TLR-2 陽性微絨毛円柱上皮細胞の出現頻度が低く，そ
の陽性強度も弱かったことから，FAE だけでなく f-FAIV の上皮もまた一
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般腸絨毛の上皮と比べて TLR の発現が弱いことが示唆された。したがっ
て FAE と f-FAIV の上皮によって構成される間隙では一般の腸絨毛間隙に
比べて細菌の構成成分が上皮によって認識されづらく，腸絨毛間隙より
も常在細菌の定着を許容する環境を形成していると考えられた。  
 
2）  濾胞被蓋上皮の M 細胞における TLR の発現について  
RT-PCR を用いた研究から，マウスのパイエル板 FAE の微絨毛円柱上皮
細胞および M 細胞で TLR-2，-4 および -9 の mRNA が発現しており，その
発現量は微絨毛円柱上皮細胞に比べて M 細胞で高いとされている
[Cashman and Morgan, 2009]。また免疫組織化学的研究から，マウスのパ
イエル板 FAE の微絨毛円柱上皮細胞および M 細胞において TLR-2，-4 お
よび -9 が発現するとされており [Chabot et al . ,  2006; Tyrer  et al. ,  2006]，同
様にブタのパイエル板 FAE では微絨毛円柱上皮細胞で TLR-9 が発現する
とともに [Shimosato  et al. ,  2005]，M 細胞で TLR-2 および -9 が発現すると
されている [Shimosato et al. ,  2005; Tohno et al . ,  2005]。さらにマウスおよ
びブタで TLR-2 が M 細胞における取り込み受容体であることが示唆され
ている [Chabot et al . ,  2006; Tohno  et al . ,2005]。本章の観察結果では，ラッ
トパイエル板の FAE 中の多くの M 細胞に TLR-2，-4 および -9 陽性がみと
められたが，微絨毛円柱上皮細胞はほとんど陰性であった。一方，これ
までラット小腸の腸絨毛の上皮では TLR-2 は発現するが， TLR-4 および
-9 は発現しないとされており [Mantani et al . ,  2011]，今回の観察結果にお
いても IV および FAIV の上皮では TLR-2 のみが検出された。以上のこと
から，ラットのパイエル板においても FAE の M 細胞が TLR-2，-4 および
-9 を発現することが示唆されるとともに，FAE は主に M 細胞の TLR を介
して腸絨毛よりも多種の細菌由来の物質の認識あるいは取り込みをおこ
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なっている可能性が考えられた。  
 
3）  濾胞付属腸陰窩からの分泌型 TLR について  
従来，ヒトの唾液や血液などの様々な分泌液中に分泌型 TLR の存在が
明らかにされており，この分泌型 TLR がリガンドを中和することによっ
て膜型 TLR によるリガンド認識を緩和するとされている [Chockalingam et 
al . ,  2011; Iwami  et  al.,  2000; LeBouder  et  al.,  2003]。さらにラットの小腸の
腸陰窩を含む外分泌腺から腸管内腔に分泌型 TLR-2， -4 および -9 が分泌
されることが報告されており，これによって腸管内腔の常在細菌由来の
TLR リガンドが中和され，膜型 TLR を介した常在細菌に対する過剰な生
体防御応答を抑制すると考えられている [Mantani et al . ,  2012]。本章にお
ける観察結果では，IC と同様に FAIC でも内容物中に TLR-2，-4 および -9
の陽性がみとめられた。このことから FAIC でも IC と同様に分泌型 TLR-2，
-4 および -9 が分泌されることが示唆され，f-FAIV と FAE との間隙におい
ても膜型 TLR のリガンドに対する認識が FAIC 由来の分泌型 TLR によっ
て緩和されることにより，常在細菌由来のリガンドの過剰な認識が抑制
される可能性が考えられた。本章の考察 1)で論じた，FAE と f-FAIV の上
皮における TLR の低発現が常在細菌の定着を許容している可能性に加え
て，FAE に付属する FAIC から分泌される分泌型 TLR-2，-4 および -9 もま
たこの常在細菌の定着の許容に貢献している可能性が考えられた。  
 
4）  M 細胞の分化と TLR との関連について  
ラットパイエル板では M 細胞の分化は，超微形態学的観察から FAE の
未熟な微絨毛円柱上皮細胞が内腔物質の盛んな取り込みをおこなうこと
によって起こること [Onishi et al . ,  2007b]，さらに FAE 上に存在する常在
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細菌に呼応して促進されることが明らかにされている [Chin et al . ,  2006]。
また M 細胞の分化を促進する細菌由来の因子については特定されていな
いが，TLR-2 ないし -4 のリガンドであるペプチドグリカンおよびリポポ
リサッカライドを微粒子と同時にマウス回腸のパイエル板を含む部位に
作製したループ内に投与すると，M 細胞を介した微粒子の取り込みが増
加することが報告されていることから [Chabot et al . ,  2006]，常在細菌由来
の TLR のリガンドが FAE 上に発現する TLR によって認識され，M 細胞
の分化促進に関与している可能性が考えられる。しかし本章での観察で
は，常在細菌の定着していないパイエル板でも正常な M 細胞の出現はみ
とめられ，これらの M 細胞には TLR-2， -4 ないし -9 の発現がみとめられ
たものの FAE の M 細胞よりも上流側に位置し，M 細胞の前駆細胞である
と考えられる微絨毛円柱上皮細胞の線条縁には TLR-2， -4 および -9 の陽
性はみとめられなかった。これらのことから少なくとも常在細菌が存在
していない時に起こる M 細胞の分化には TLR-2，-4 および -9 は関与して
おらず，これらの TLR は M 細胞へと分化した後に発現されることが示唆
された。  
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I-5. 小 括  
 
ラット小腸の粘膜上に細菌が定着していないパイエル板のリンパ小節
およびそれに付属する腸絨毛における TLR 発現の差異について免疫組織
化学的に精査した。  
その結果，TLR-2 は一般腸絨毛および FAIV の先端部を除く全長の微絨
毛円柱上皮細胞において陽性を示したが，FAIV のリンパ小節側の上皮で
は一般腸絨毛および FAIV の対リンパ小節側に比べてその陽性強度は弱
く，陽性細胞の出現頻度も有意に低かった。さらにリンパ小節の FAE で
は TLR-2， -4 および -9 の発現は M 細胞の遊離縁側にみとめられたが，M
細胞の前駆細胞を含む FAE 全長のほぼすべての微絨毛円柱上皮細胞では
みとめられなかった。また FAIC では一般腸陰窩と同様，上皮細胞の線条
縁および内腔に TLR-2， -4 および -9 の陽性がみとめられ，パネート細胞
の分泌顆粒にも TLR-4 の陽性がみとめられた。これらの所見から，FAIV
のリンパ小節側上皮および FAE では一般腸絨毛の上皮と比べて TLR の発
現が弱いことが示唆され，これらの結果から FAIV のリンパ小節側上皮お
よび FAE では，一般腸絨毛上皮と比べて細菌に対する認識能が弱くなっ
ている可能性が考えられた。加えて，一般の腸陰窩では分泌型 TLR が分
泌され，リガンドに結合することにより腸絨毛上皮における膜型 TLR を
介したリガンドの認識を抑制する可能性が想定されているが，この分泌
型 TLR の分泌が FAIC でも一般腸陰窩と同様に分泌されていることが示
唆された。したがって，FAIV のリンパ小節側上皮と FAE との間隙では腸
絨毛間隙よりも常在細菌の定着を許容する環境が形成されていると考え
られた。一方，粘膜上に細菌が定着していないパイエル板のリンパ小節
では TLR-2，-4 および -9 は M 細胞の分化に直接的には関与しないことが
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示唆されるとともに，微絨毛円柱上皮細胞が M 細胞に分化した後に TLR
が発現されることが示唆された。  
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第 II 章  
 
M 細胞の分化に関わる因子についての免疫組織化学的研究  
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II-1. 小 緒  
 
小腸の集合リンパ小節であるパイエル板は消化管における免疫応答や
経口免疫寛容の誘導に深く関わるとされている [Heel et al . ,  1997; Jung et 
al . ,  2010]。このリンパ小節を覆う FAE 内には特殊な上皮細胞である M 細
胞が存在しており，M 細胞は腸管内腔の物質を取り込み，直下の免疫担
当細胞に未消化のまま受け渡すことにより免疫応答の入り口を担うとさ
れる [Owen, 1977; Pappo and  Ermak, 1989]。  
M 細胞は FAE の微絨毛円柱上皮細胞が盛んな取り込みをおこなうこと
によって遊離縁側の細胞膜を消費することにより，微絨毛が消失し，M
細胞の形態へと分化することが明らかにされており [Onishi et al . ,  2007b]，
さらに M 細胞の分化は FAE 上に存在する常在細菌に呼応して促進される
とされている [Chin et al .,  2006]。したがって，FAE の微絨毛円柱上皮細胞
が何らかの受容体を介して細菌を認識し，盛んな取り込みをおこなうこ
とにより，M 細胞へと分化していく可能性が想定されるが，この受容体
については未だ明らかにされていない。  
これまで TLR-2 ないし -4 のリガンドであるペプチドグリカンおよびリ
ポポリサッカライドを微粒子と同時にマウス回腸のパイエル板を含む部
位に作製したループ内に投与すると，M 細胞を介した微粒子の取り込み
が増加することが報告されている [Chabot et al . ,  2006]。このことから第 I
章では，TLR を M 細胞の分化を誘導する受容体の候補としたが，少なく
とも粘膜上皮上に常在細菌が定着していないリンパ小節においては
TLR-2， -4 および -9 が M 細胞の前駆細胞である微絨毛円柱上皮細胞に発
現しないことから，M 細胞の分化に直接的には関与していないことが示
唆された。一方，マウスの結腸上皮 [Lundin et al . ,  2008]，ウシの乳腺上皮
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[Ibeagha-Awemu et al . ,  2008]お よ び ヒ ト の 結 腸 上 皮 由 来 の 培 養 細 胞
[Ewaschuk et al . ,  2007]において TLR の発現がリガンドの刺激によって変
化するとされている。しかし粘膜上皮上に常在細菌が定着したパイエル
板リンパ小節の FAE における TLR の発現については未だ明らかにされて
いない。そこで第 II 章では第一の目的として FAE 上に常在細菌が存在す
るリンパ小節において TLR-2， -4 および -9 を免疫組織化学的に検出し，
M 細胞の分化と TLR との関係について更なる解析をおこなった。  
近年，RANK および RANKL をノックアウトしたマウスでは M 細胞の
減少が起こることが明らかにされ [Knoop  et al . ,  2009; Rios  et al . ,  2016]，こ
のことから M 細胞の分化に深く関わる因子として RANK および RANKL
の存在が注目されている。さらに in vitro の研究においてもマウス [de Lau 
et al . ,  2012; Wood et al . ,  2016]，ウシ [Tahoun et al . ,  2012]およびヒト [Rouch 
et al . ,  2016]腸管上皮細胞由来の培養細胞を RANKL で刺激すると M 細胞
の分化が誘導されることから，RANK/RANKL シグナリングが M 細胞の
分化において重要な因子であるとされている。しかし RANK/RANKL シグ
ナリングが実際にどのようにして M 細胞の分化に貢献しているのかにつ
いては明らかにされていない。一方，M 細胞の分化は上皮細胞における
アポトーシスの抑制とも関連がある可能性が想定されており [Onishi et 
al . ,  2007a]，RANK/RANKL シグナリングもまたマウスの乳腺上皮ではア
ポトーシスの抑制に関わる報告がなされている [Fata et al . ,  2000]。そこで
第 II 章では第二の目的としてリンパ小節における RANK，RANKL および
活性型 caspase 3 の発現を免疫組織化学的に検討し，RANK/RANKL シグ
ナリングと M 細胞の分化および上皮におけるアポトーシスとの関係につ
いて考察した。  
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II-2. 材料および方法  
1）  供試動物および飼育法  
同腹ではない 7 週齢の SPF Wistar 系ラット（日本 SLC）の雄 20 匹を用
いた。供試動物の飼育等に関しては第 I 章と同様であるため省略する。  
 
2）  材料採取および組織学的処理  
ラットをソムノペンチル (共立製薬 )の腹腔投与による深麻酔下で安楽
死させた後，胸郭の腹側を正中切開し，右心壁を切開して放血死させた。
ただちにパイエル板を含む回腸を摘出し， 10 匹のラットから採取した
TLR-2， -4 および -9 を検出するための組織を 4%paraformaldehyde リン酸
緩衝固定液に 24 時間浸漬し，別のラット 10 匹から採取した RANK，
RANKL お よ び 活 性 型 caspase 3 を 検 出 す る た め の 組 織 を
4%paraformaldehyde リン酸緩衝固定液に 1 時間浸漬した。  
凍結切片の作製については第 I 章と同様に Barthel と Raymond (1990)の
方法に準じて凍結ブロックを作製し，次いで，クリオスタット (CM1950
型，Leica Biosystems, Nussloch, 独国 )を用いて 4 μm 厚の凍結切片を作製
し，3’-aminopropyltriethoxysilane（信越化学工業）をコーティングしたス
ライドグラスに貼付して，使用時まで –30℃で冷凍保存した。  
 
3）  免疫組織化学的染色  
前記の凍結切片を蒸留水に浸漬し，アスピレーターを用いて陰圧条件
下で切片に含まれる気泡を除去した後，0.05％T-PBS で 3 回洗浄し，RANK
および RANKL 検出用の切片については 80℃で 10 分間加熱処理した。続
いて 100％メタノールと 0.5％過酸化水素水に室温でそれぞれ 30 分浸漬し
た後， 0.05％T-PBS で 3 回洗浄し，ブロッキングワン Histo（ナカライテ
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スク）と室温で 1 時間反応させた。その後， 100 倍希釈の抗 TLR-2， -4
および -9 ヤギ IgG（Santa Cruz Biotechnol.）， 100 倍希釈の抗 RANK マウ
ス IgG（Santa Cruz Biotechnol.）， 400 倍希釈の抗 RANKL ヤギ IgG（Santa 
Cruz Biotechnol.）ないし 400 倍希釈の抗活性型 caspase 3 ウサギ IgG（Cell  
Signaling Technology, Danvers, MA, 米国）と室温で撹拌しながら 30 分間
反応させた後，6℃で 18 時間反応させた。反応後，0.05％T-PBS で 3 回洗
浄し，100 倍希釈の抗マウス IgG ラット IgG（ Jackson Laboratory，Bar Harbor，
ME，米国），400 倍希釈の抗ヤギ IgG ロバ IgG（ Jackson Laboratory）ない
し 200 倍希釈の抗ウサギ  IgG ヤギ F(ab’)2（Millipore,  Billerica, MA, 米国）
と室温で 1 時間反応させた。最後にトリス緩衝液（ pH7.6）で切片を 3 回
洗浄して DAB 発色液（同仁化学研究所）と反応させ，ヘマトキシリン染
色液で対比染色した。  
実験対照切片には一次抗体の代わりに非免疫ヤギ（Peprotech），マウス
（Santa Cruz Biotechnol.）ないしウサギ IgG（Alpha Diagnostic International,  
San Antonio, TX, 米国）および PBS を反応させた。  
 
4）  グラム染色法  
前記の凍結切片をグラム氏染色第 1 液（石炭酸ゲンチアナ紫液；武藤
化学，東京，日本）と室温で 1 分間反応させた。その後，蒸留水で洗浄
した後，グラム氏染色第 2 液（ルゴール液；武藤化学）と室温で 1 分間
反応させ，蒸留水で洗浄した。次にアセトンに切片を 1 分間浸漬して脱
色した後に蒸留水で洗浄し，グラム氏染色第 3 液（ 10 倍希釈チール液；
武藤化学）と室温で 1 分間反応させた。その後，蒸留水で洗浄してアセ
トンで脱水し，封入した。  
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5）  組織構成要素および細菌の増殖程度の定義  
常在細菌の定着ないし増殖状況を確認するために，凍結切片をヘマト
キシリン・エオシン染色し，組織の一般形態を観察した。一般形態の観
察に際して，リンパ小節の腸陰窩開口部から最内腔側に位置する上皮細
胞までを 3 等分し，腸陰窩側から基部，中部および頂部と区分した。そ
の後リンパ小節を FAE 上に存在する常在細菌の位置に応じて 2 つに分類
した。すなわち， FAE 上に細菌が存在しないリンパ小節またはリンパ小
節の頂部の FAE 上にのみ細菌が存在するリンパ小節を nb-LF，リンパ小
節頂部から中部または基部の FAE 上にまで細菌が存在するリンパ小節を
b-LF と分類した（図 14）。  
 
6）  定量組織学的観察法  
TLR 検出に用いた 10 個体から最内腔側の頂点を通って縦断された
nb-LF および b-LF を無作為に計 20 個ずつ選び出し，100 倍の対物レンズ
を装着した光学顕微鏡下で，片側のリンパ小節の頂部，中部および基部
の FAE に存在する M 細胞数ならびに TLR-2，-4 および -9 陽性の微絨毛円
柱上皮細胞数および M 細胞数を計測した。計測値は箱ひげ図を用いて最
小値，第 1 四分位，中央値，第 3 四分位，最大値を示した。第 I 章と同じ
基準で各種上皮細胞種を判定して計測した。  
 
7）  統計解析  
すべての平均値の正規性を Kolmogorov-Smirnov 検定によりおこなった。
パラメトリックの検定の場合には Welchの t 検定をおこない，ノンパラメ
トリックな検定の場合には Mann-Whitney の U 検定をおこなった。P＜ 0.05
未満を有意とした。  
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II-3. 結 果  
 
1）  濾胞被蓋上皮における M 細胞の分布  
M 細胞はリンパ小節周囲の腸絨毛の上皮および腸陰窩の上皮ではみと
められず，リンパ小節の FAE 内にのみみとめられた。 nb-LF では基部か
ら中部の FAE 内に少数の M 細胞が散在しており，頂部に向かうにつれて
少なくなっていた（図 15a, b）。一方，b-LF では nb-LF と比べて FAE 内に
M 細胞が多数みとめられた（図 15c, d）。また定量組織学的にも b-LF では
全長の FAE で nb-LF の FAE より M 細胞数が有意に増加しており，その中
でも頂部において特に顕著に増加していた（図 16）。  
 
2）  濾胞被蓋上皮上に存在する細菌の性質  
リンパ小節の FAE 上には細菌コロニーがしばしばみとめられ，この細
菌コロニーを形成する細菌のほとんどがグラム陰性桿菌であった（図
17a）。これらの細菌はリンパ小節頂部の微絨毛円柱上皮細胞に優先的に
接着しており（図 17b），まれに中部から基部にかけての FAE 上にまで存
在していた（図 17a）。  
 
3）  リンパ小節における TLR-2， -4 および -9 の局在  
nb-LF における TLR の局在については，TLR-2， -4 および -9 すべてで
同様の局在を示したため，一括して以下に記載し，b-LF における TLR の
局在については TLR ごとに分けて以下に記載する。  
 
a)  nb-LF における TLR-2， -4 および -9 の局在  
nb-LF の FAE では，M 細胞は遊離縁側に TLR-2， -4 および -9 陽性を示
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し，M 細胞の腸陰窩側を含む FAE 全長のほぼすべての微絨毛円柱上皮細
胞が陰性であった（図 18-1a, 1b, 20-1a, 1b, 22-1a, 1b）。また杯細胞および
上皮内リンパ球は TLR-2， -4 および -9 陰性であった。 nb-LF では TLR-2，
-4 および -9 の微細な顆粒状の陽性が微絨毛円柱上皮細胞の細胞質，M 細
胞のポケット内の遊走細胞の細胞質内および上皮下毛細血管の内腔にま
れにみとめられた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
b)  b-LF における TLR-2 の局在  
b-LF の FAE では M 細胞の遊離縁側の細胞膜が TLR-2 陽性を示したが，
M 細胞よりも腸陰窩側に位置する微絨毛円柱上皮細胞を含むリンパ小節
基部から中部にかけての微絨毛円柱上皮細胞は陰性であった（図 18-2a,  
2b）。一方， b-LF 頂部では少数の微絨毛円柱上皮細胞が TLR-2 陽性の線
条縁を示しており，TLR-2 陽性の微絨毛円柱上皮細胞の大部分は細菌の
接着を伴っていた（図 18-2c）。また杯細胞は TLR-2 陰性であった。定量
組織学的にも TLR-2 陽性微絨毛円柱上皮細胞の数は nb-LF 頂部の FAE よ
りも b-LF 頂部の FAE で有意に増加していたが， b-LF 基部および中部の
FAE と nb-LF 基部および中部の FAE との間には有意な差はみられなかっ
た（図 19）。また TLR-2 陽性 M 細胞数には FAE 全長で b-LF と nb-LF と
の間に有意な差はみられなかった（図 19）。 b-LF では TLR-2 の微細な顆
粒状の陽性が M 細胞のポケット内および上皮直下の遊走細胞の細胞質内
に中程度みとめられた。その他の組織構成要素は陰性であった。  
 
c)  b-LF における TLR-4 の局在  
b-LF の FAE では M 細胞の遊離縁側の細胞膜が TLR-4 陽性を示してお
り，この TLR-4 陽性 M 細胞の腸陰窩側近傍に位置する多くの微絨毛円柱
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上皮細胞の線条縁が TLR-4 陽性を示した（図 20-2a, 2b）。さらにこの TLR-4
陽性微絨毛円柱上皮細胞の少数が細胞質内に大小様々な小胞状の陽性を
有していた（図 20-2b）。またリンパ小節頂部では細菌の接着を伴う微絨
毛円柱上皮細胞を含む多くの微絨毛円柱上皮細胞の線条縁で TLR-4 陽性
がみとめられ（図 20-2c），さらに細胞質内にも顆粒状の TLR-4 陽性が多
数みとめられた。また杯細胞は TLR-4 陰性であった。定量組織学的にも
nb-LF の FAE よりも b-LF 全長の FAE で TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞
および TLR-4 陽性 M 細胞が有意に増加していた (図 21)。b-LF では TLR-4
の微細な顆粒状の陽性が M 細胞のポケット内および上皮直下の遊走細胞
の細胞質内および上皮下毛細血管の内腔に中程度みとめられた。その他
の組織構成要素は陰性であった。  
 
d)  b-LF における TLR-9 の局在  
b-LF の FAE では M 細胞の遊離縁側の細胞膜が TLR-9 陽性を示したが，
M 細胞よりも腸陰窩側に位置する微絨毛円柱上皮細胞は陰性であった
（図 22-2a, 2b）。一方，b-LF 頂部では少数の微絨毛円柱上皮細胞の線条縁
が TLR-9 陽性であり，TLR-9 陽性の微絨毛円柱上皮細胞には頻繁に細菌
が接着していた（図 22-2c）。また杯細胞は TLR-9 陰性であった。定量組
織学的にも TLR-9 陽性微絨毛円柱上皮細胞の数は nb-LF 頂部の FAE より
も b-LF 頂部の FAE で有意に増加していたが，b-LF 基部および中部の FAE
と nb-LF 基部および中部の FAE との間には有意な差はみられなかった（図
23）。また b-LF 全長の FAE と nb-LF 全長の FAE における TLR-9 陽性 M
細胞数には有意な差はみられなかった（図 23）。 b-LF では TLR-9 の微細
な顆粒状の陽性が M 細胞のポケット内および上皮直下の遊走細胞の細胞
質内および上皮下毛細血管の内腔に中程度みとめられた。その他の組織
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構成要素は陰性であった。  
 
4）  腸絨毛およびリンパ小節における RANK の局在  
腸絨毛全長で微絨毛円柱上皮細胞の細胞質が RANK 陽性を示し，陽性
強度は腸絨毛基部の上皮で中程度で頂部に向かうにつれて弱くなった
（図 24-1a）。杯細胞は陰性であった。腸絨毛の粘膜固有層には細胞質内
に陽性を有する遊走細胞が多数みとめられた（図 24-1b）。その他の組織
構成要素は陰性であった。  
nb-LF および b-LF では FAE 全長の微絨毛円柱上皮細胞および M 細胞の
細胞質が RANK 陽性を示し，その陽性強度は FAE 全長で中程度であった
（図 24-2a, 24-2b, 24-3a, 24-3b）。また M 細胞のポケット内および粘膜固
有層の遊走細胞の大部分が細胞質で陽性を示した（図 24-2b, 3b）。その他
の組織構成要素は陰性であった。  
 
5）  腸絨毛およびリンパ小節における RANKL の局在  
RANKL は腸絨毛を構成するすべての細胞で陰性であった（図 25a）。  
nb-LF および b-LF の FAE 全長の上皮で RANKL は陰性であった（図 25b, 
25c）。一方，円蓋域に存在する間質細胞が RANKL 陽性を示し，その陽性
強度は FAE 直下で最も強く，濾胞域に向かうにつれて弱くなった（図 25b, 
25c）。さらに強い陽性を示す細胞が占める範囲は nb-LF では頂部で最も
広く，基部に向かうにつれて弱くなっており，陽性間質細胞の密度も
nb-LF 頂部でもっとも高く，基部に向かうにつれて低くなった（図 25b）。
一方， b-LF では nb-LF と比べて特にリンパ小節基部から中部で強い陽性
を示す細胞が占める範囲が広くなり，陽性間質細胞の密度も高くなった
（図 25c）。また nb-LF では M 細胞のポケット内および粘膜固有層に位置
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する遊走細胞の細胞質内にまれに RANKL 陽性がみとめられ， b-LF では
nb-LF に比べて M 細胞のポケットないし粘膜固有層に位置する RANKL
陽性の遊走細胞が多くみとめられた。  
 
6）  腸絨毛およびリンパ小節の上皮における活性型 caspase 3 の局在  
腸絨毛では全長の上皮細胞が細胞質内で活性型 caspase 3 陽性を示し，
腸絨毛の先端部に特に強い陽性がみとめられた（図 26-1）。  
nb-LF および b-LF ではリンパ小節の頂部の一部の上皮細胞を除く FAE
全長の微絨毛円柱上皮細胞および M 細胞が活性型 caspase 3 陰性であり
（図 26-2a, 3a），先端部に存在する微絨毛円柱上皮細胞がまれに細胞質で
強い活性型 caspase 3 の陽性を示した（図 26-2b, 3b）。  
 
本章におけるすべての陰性対照切片で陽性反応はみとめられなかった。 
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II-4. 考 察  
 
1）  常在細菌により誘導される M 細胞の分化と TLR との関係につい
て  
ラットパイエル板では M 細胞の分化は， FAE の未熟な微絨毛円柱上皮
細胞が内腔物質の盛んな取り込みをおこなうことによって起こること
[Onishi et al . ,  2007b]，さらに FAE 上に存在する常在細菌に呼応して促進
されることが明らかにされている [Chin et al . ,  2006]。本章では，リンパ小
節深部の FAE 上にまでグラム陰性菌が増殖した場合には，FAE の M 細胞
よりも上流側に隣接し，M 細胞の前駆細胞であると考えられる微絨毛円
柱上皮細胞に TLR-2 および TLR-9 の発現は起こらないが，TLR-4 の発現
がみとめられたことから，M 細胞は TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞から
分化することが示唆された。さらにこの TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞
が細胞質内に小胞状の TLR-4 陽性を有していること，加えて nb-LF と比
べて b-LF において TLR-2 および TLR-9 陽性 M 細胞の数は変化せず，
TLR-4 陽性 M 細胞のみが増加することから，微絨毛円柱上皮細胞に発現
する TLR-4 を介した TLR-4 リガンドの盛んな取り込みが生じることによ
り，微絨毛円柱上皮細胞から M 細胞への分化が誘導され，TLR-4 陽性 M
細胞の増加につながることが考えられた。  
 
2）  リンパ小節における RANK および RANKL の局在と M 細胞の分布
との比較について  
RANK および RANKL をノックアウトしたマウスでは M 細胞の減少が
起こるとともに [Knoop  et al . ,  2009; Rios  et al . ,  2016]，RANKL ノックアウ
トマウスでは RANKL の腹腔ないし皮下投与により M 細胞の回復が起こ
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ることが明らかにされている [Knoop  et al . ,  2009]。さらに in vitro の研究
でもマウス [de Lau et al . ,  2012; Wood et al . ,  2016]，ウシ [Tahoun  et  al . ,  2012]
およびヒト [Rouch et al . ,  2016]の腸管上皮細胞由来の培養細胞に RANKL
の刺激を与えると M 細胞マーカーである GP2 を発現することから，
RANK/RANKL シグナリングが M 細胞の分化における重要な因子である
とされている。さらにマウスパイエル板リンパ小節における免疫組織化
学的検出により FAE における RANK の発現および FAE 直下の間質細胞に
おける RANKL の発現が報告されている [Knoop et al . ,  2009; Taylor et al . ,  
2007]。本章における観察においても，リンパ小節では RANK が FAE に発
現しており，また RANKL が FAE 直下の間質細胞に発現することが確認
された。nb-LF における RANK の発現は FAE 全長で中程度であり，RANKL
の発現はリンパ小節頂部で最も強く基部に向かうにつれて弱くなったが，
M 細胞の分布は主にリンパ小節の基部から中部の FAE に集中しており，
頂部の FAE では少なかった。一方，b-LF では nb-LF と比べて FAE におけ
る RANK の発現に変化はみとめられず，RANKL の発現はリンパ小節基部
から中部で増強したが，M 細胞は特に頂部で顕著な増加を示した。この
ように RANKL の局在と M 細胞の出現部位および増加部位が一部対応し
ていないことが示唆されたことから，RANK および RANKL は M 細胞の
分化に直接的には関与していない可能性が考えられた。  
 
3）  リンパ小節における RANK および RANKL の局在と上皮における
アポトーシスとの関係について  
活性型 caspase 3 は一般的にアポトーシスの進行に深く関わる因子とさ
れている [Porter and Jänicke, 1999]。一方， caspase3 はヒト赤芽球の成熟
[Carlile et al . ,  2004; Zermati et al . ,  2001]およびマウスの筋芽細胞の分化
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[Fernando et al . ,  2002]において重要な働きを有しており，これらのことから
caspase 3 を始めとするアポトーシス関連タンパク質は細胞のアポトーシ
スだけではなく，成熟や分化にも関与するとされている [Wang and 
Lenardo, 2000]。さらにラット小腸の腸絨毛では全長の上皮細胞で活性型
caspase 3 が発現することから，腸絨毛の上皮細胞は腸陰窩を出た後，頂
部に向かって移動するその過程でアポトーシスの進行とともに細胞の成
熟をおこなうとされている [Onishi et al . ,  2007a]。一方，ラットパイエル板
の FAE では活性型 caspase 3 の発現する上皮細胞がリンパ小節の頂部に限
局することから FAE の上皮細胞は腸絨毛の上皮細胞よりも未成熟な状態
であることが示唆されており，この上皮細胞の未成熟な状態が M 細胞の
分化に必要であることが考えられている [Onishi et al . ,  2007a]。またマウス
の乳腺上皮では RANK/RANKL シグナリングが上皮細胞のアポトーシス
抑制に関与することが報告されている [Fata et al . ,  2000]。本章における観
察では，RANK の発現は腸絨毛およびリンパ小節，双方の上皮でみとめ
られたのに対し，RANKL の発現はリンパ小節では FAE 全長の上皮直下の
間質細胞でみとめられたものの腸絨毛ではみとめられず，逆に活性型
caspase 3 の発現は腸絨毛では全長の上皮細胞で発現しており，リンパ小
節では頂部の少数の微絨毛円柱上皮細胞に限局することが示唆された。
したがって，このリンパ小節に特異的な RANKL の刺激が FAE における
アポトーシスの進行を抑制し，M 細胞の分化に必要な上皮細胞の未成熟
な状態の維持に貢献している可能性が考えられた。  
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II-5. 小 括  
 
M 細胞の分化を誘導する因子について明らかにすること目的とし，第
一にラット小腸の粘膜上に細菌が定着しているパイエル板の FAE におけ
る TLR の発現と常在細菌により誘導される M 細胞の分化との関係につい
て組織学的に精査し，次いでリンパ小節における RANK/RANKL と M 細
胞の分化および上皮のアポトーシスとの関係について組織学的観点から
精査した。  
その結果，リンパ小節深部の FAE 上にまでグラム陰性菌が増殖した場
合には，FAE の微絨毛円柱上皮細胞による TLR-2 および -9 の発現は起こ
らないが，TLR-4 の発現がみとめられた。また M 細胞の上流に隣接する
M 細胞前駆細胞の微絨毛円柱上皮細胞に TLR-4 の発現がみとめられたこ
とから，FAE 上におけるグラム陰性菌の増殖に呼応して M 細胞は TLR-4
陽性微絨毛円柱上皮細胞から分化することが示唆された。加えて，TLR-4
陽性微絨毛円柱上皮細胞の細胞質内に小胞状の陽性がみとめられたこと
を併せ考えると，TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞にリガンドの盛んな取
り込みが誘導されることによって M 細胞の分化が誘導され，TLR-4 陽性
M 細胞の増加につながることが考えられた。また FAE 上への常在細菌が
存在しないリンパ小節（ nb-LF）では RANK 発現は FAE 全長でみとめら
れるとともに，RANKL の発現はリンパ小節頂部でもっとも強く基部に向
かうにつれて弱くなるのに対し，M 細胞は主にリンパ小節基部から中部
に集中して散在した。一方深部の FAE 上にまで常在細菌が存在するリン
パ小節（ b-LF）では， nb-LF と同様に RANK の発現は FAE 全長でみとめ
られたものの，RANKL の発現はリンパ小節の基部から中部で強くなって
いたのに対し，M 細胞は特にリンパ小節の頂部で増加していた。これら
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の結果から，リンパ小節における RANKL の局在と M 細胞の出現部位お
よ び 増 加 部 位 が 一 部 対 応 し な い こ と が 示 唆 さ れ た こ と か ら ，
RANK/RANKL は M 細胞の分化に直接的には関与していない可能性が考
えられた。また，RANK の発現は腸絨毛およびリンパ小節，双方の上皮
でみとめられたのに対し，RANKL の発現はリンパ小節では FAE 全長の上
皮直下の間質細胞でみとめられたものの腸絨毛ではみとめられなかった。
対照的に活性型 caspase 3 の発現は腸絨毛では全長の上皮細胞で発現して
おり，リンパ小節では頂部の少数の微絨毛円柱上皮細胞に限局すること
が示唆された。これらのことから，このリンパ小節特異的な RANKL の刺
激が M 細胞の分化に必要な FAE の上皮細胞の未成熟な状態の維持に貢献
している可能性が考えられた。  
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総 括 
M 細胞の分化は濾胞被蓋上皮（ FAE）の微絨毛円柱上皮細胞が盛んな取
り込みをおこなうことによって遊離縁側の細胞膜を消費することにより，
誘導されることが明らかにされており，さらに FAE 上に存在する常在細
菌に呼応して促進されることが示唆されている。したがって， FAE の微
絨毛円柱上皮細胞が細菌の認識をおこなう何らかの受容体を介して盛ん
な取り込みをおこない，M 細胞へと分化していく可能性が想定されるが，
このような受容体については未だ明らかにされていない。近年，細菌や
ウイルス由来の構成成分である病原体関連分子パターンを認識する受容
体として Toll-like receptor (TLR)が注目されており，微粒子と一緒に TLR
リガンドを腸管内に投与することにより，リンパ小節内への M 細胞を介
した微粒子の取り込みが増加することが明らかにされている。しかしパ
イエル板における TLR の発現に関する研究は M 細胞に集中しており，M
細胞の前駆細胞を含むリンパ小節全長の M 細胞以外の上皮細胞における
TLR の発現については未だ明らかにされていない。そこで本論文の第Ⅰ
章では，常在細菌により誘導される M 細胞の分化を誘導する受容体の候
補として，TLR の中でも細菌の構成成分を認識する TLR-2， -4 および -9
に着目し，まず粘膜上に常在細菌が存在しないパイエル板リンパ小節の
FAE 等の上皮における TLR 発現の詳細について明らかにするとともに，
常在細菌が存在しない FAE における M 細胞の分化への TLR の関与につ
いて明らかにすることを目的とした。次いで第Ⅱ章では， FAE 上に常在
細菌が存在するリンパ小節の FAE における TLR-2， -4 および -9 の発現の
詳細について明らかにし，常在細菌により誘導される M 細胞の分化への
TLR の関与について明らかにすることを第一の目的とした。また近年，
M 細胞の分化に大きく関与する因子として RANK および RANKL の存在
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が注目されている。しかし RANK/RANKL シグナリングと M 細胞への分
化との関係について組織学的観点からは明らかにされておらず，さらに
RANK/RANKL シグナリングがどのように M 細胞の分化に関わるのかに
ついても明らかにされていない。一方， FAE ではアポトーシスの進行が
腸絨毛の上皮よりも遅れていることが示唆されており，このアポトーシ
スの遅延が FAE 特異的な M 細胞の分化に貢献している可能性が想定され
ている。加えて RANK/RANKL シグナリングもまた上皮におけるアポトー
シスの抑制への関与が明らかにされている。そこでラットパイエル板に
おける RANK，RANKL および活性型 caspase 3 の詳細な局在を精査し，
RANK/RANKL シグナリングと M 細胞の分化および FAE におけるアポト
ーシスとの関係について明らかにすることを第二の目的とした。  
第 I 章ではラット小腸の粘膜上に常在細菌が定着していないパイエル
板におけるリンパ小節およびそれに付属する腸絨毛の上皮における
TLR-2，-4 および -9 の局在を免疫組織化学的に精査した。その結果，TLR-2
は一般腸絨毛および FAIV の先端部を除く全長の微絨毛円柱上皮細胞に
おいて陽性を示したが，FAIV のリンパ小節側の上皮では一般腸絨毛およ
び FAIV の対リンパ小節側に比べてその陽性強度は弱く，陽性細胞の出現
頻度も有意に低かった。さらにリンパ小節の FAE では TLR-2， -4 および
-9 の発現が M 細胞の遊離縁側にみとめられたが，M 細胞の前駆細胞を含
む FAE 全長のほぼすべての微絨毛円柱上皮細胞ではみとめられなかった。
また FAIC では一般腸陰窩と同様，上皮細胞の線条縁および内腔に TLR-2，
-4 および -9 の陽性がみとめられ，パネート細胞の分泌顆粒にも TLR-4 の
陽性がみとめられた。したがって，FAIV のリンパ小節側上皮および FAE
では一般腸絨毛の上皮と比べて TLR の発現が弱いことが示唆され，これ
らの結果から FAIV のリンパ小節側上皮および FAE では，一般腸絨毛上
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皮と比べて細菌に対する認識能が弱くなっている可能性が考えられた。
加えて，一般の腸陰窩では分泌型 TLR が分泌され，リガンドに結合する
ことにより腸絨毛上皮における膜型 TLR を介したリガンドの認識を抑制
する可能性が想定されているが，この分泌型 TLR の分泌が FAIC でも一
般腸陰窩と同様に分泌されていることが示唆された。したがって， FAIV
のリンパ小節側上皮と FAE との間隙では腸絨毛間隙よりも常在細菌の定
着を許容する環境が形成されていると考えられた。一方，粘膜上に細菌
が定着していないパイエル板のリンパ小節では TLR-2， -4 および -9 は M
細胞の分化に直接的には関与しないことが示唆されるとともに，微絨毛
円柱上皮細胞が M 細胞に分化した後に TLR が発現されることが示唆され
た。  
第 II 章では第 I 章に次いで常在細菌により誘導される M 細胞の分化へ
の TLR の関与についての更なる解析をおこなうとともに，RANK/RANKL
シグナリングの M 細胞の分化および上皮のアポトーシスへの関与を組織
学的観点から検討することを目的に，ラット小腸パイエル板の FAE 上に
常在細菌が定着していないリンパ小節（ nb-LF）および定着しているリン
パ小節（ b-LF）において TLR-2， -4， -9，RANK，RANKL および活性型
caspase 3 の局在を免疫組織化学的に精査し，加えて RANK，RANKL およ
び活性型 caspase 3 の局在については付属する腸絨毛においても精査した。
その結果，リンパ小節深部の FAE 上にまでグラム陰性菌が増殖した場合
には， FAE の微絨毛円柱上皮細胞による TLR-2 および -9 の発現は起こら
ないが，TLR-4 の発現がみとめられた。また M 細胞の上流に隣接する M
細胞前駆細胞の微絨毛円柱上皮細胞に TLR-4 の発現がみとめられたこと
から，M 細胞は TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞から分化することが示唆
された。加えて，TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞の細胞質内に小胞状の
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陽性がみとめられたことを併せ考えると， TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細
胞にリガンドの盛んな取り込みが誘導されることによって M 細胞の分化
が誘導され，TLR-4 陽性 M 細胞の増加につながることが考えられた。ま
た nb-LF では RANK の発現は FAE 全長でみとめられるとともに，RANKL
の発現はリンパ小節頂部でもっとも強く，基部に向かうにつれて弱くな
るのに対し，M 細胞は主にリンパ小節基部から中部に集中して散在した。
一方 b-LF では，nb-LF と同様に RANK の発現は FAE 全長でみとめられた
ものの，RANKL の発現はリンパ小節の基部から中部で強くなっていたの
に対し，M 細胞は特にリンパ小節の頂部で増加していた。これらの結果
から，リンパ小節における RANKL の局在と M 細胞の出現部位および増
加部位が一部対応していないことが示唆されたことから，RANK/RANKL
は M 細胞の分化に直接的には関与していないことが考えられた。一方，
RANK の発現は腸絨毛およびリンパ小節，双方の上皮でみとめられたの
に対し，RANKL の発現はリンパ小節では FAE 全長の上皮直下の間質細胞
でみとめられたものの腸絨毛ではみとめられなかった。対照的に，活性
型 caspase 3 の発現は腸絨毛では全長の上皮細胞で発現しており，リンパ
小節では頂部の少数の微絨毛円柱上皮細胞に限局することが示唆された。
これらのことから，このリンパ小節特異的な RANKL の刺激が M 細胞の
分化に必要な FAE の上皮細胞の未成熟な状態の維持に貢献している可能
性が考えられた。  
以上の結果を統合すると，本学位論文ではパイエル板リンパ小節およ
び付属する腸絨毛の上皮における TLR 発現の特異性および M 細胞の分化
メカニズムの一端を明らかにすることが出来た。またラットパイエル板
では，リンパ小節と腸絨毛の間隙では一般腸絨毛間隙よりも上皮による
細菌に対する認識能が低く，細菌が認識されづらい環境が形成されてお
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り，リンパ小節深部の FAE 上まで常在細菌が増殖した場合には FAE の微
絨毛円柱上皮細胞が TLR-4 を発現し，この TLR-4 を介して M 細胞の分化
が 誘 導 さ れ る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 一 方 ， リ ン パ 小 節 に お け る
RANK/RANKL シグナリングは M 細胞の分化には直接関与しておらず，
むしろ M 細胞の分化に必要な FAE の上皮細胞の未成熟な状態の維持に貢
献している可能性が考えられた。  
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Abstract 
 
 
Study on the Factor Inducing Differentiation into M-cells 
in Rat Peyer ’s Patches 
 
Hideto Yuasa 
 
The differentiation into M-cells is performed by the active pinocytosis of immature 
microvillous epithelial cell (MV) and is accelerated by the increase of indigenous bacteria on 
the follicle-associated epithelium (FAE) of Peyer’s patch.  Therefore, it is speculated that 
differentiation into M-cells is induced by some receptors recognizing bacterial substances in 
MV of FAE.  The uptake of latex microspheres, probably mediated by M-cells, into 
lymphatic follicles (LFs) of mouse Peyer’s patches is increased by co-administration of latex 
microspheres with several Toll-like receptor (TLR)-ligands, such as peptidoglycan and 
lipopolysaccharide.  However, the expression of TLRs in MV of FAE has not been clarified 
in Peyer’s patch.  Therefore, the study of chapter I in this thesis aims to clarify the 
expression of TLR-2, -4 and -9 which recognize the ligands from bacterial constituents and 
the participation of TLRs in the differentiation from MV into M-cells in the FAE of rat 
Peyer’s patch without indigenous bacterial colonies on the FAE.  The study of chapter II in 
this thesis first aims to clarify the expression of TLR-2, -4 and -9 in the epithelial cells of the 
FAE and the participation of TLRs in the differentiation from MV into M-cells in the FAE of 
rat Peyer’s patch with indigenous bacterial colonies.  Recently, RANK and RANKL have 
been introduced as the factors inducing the differentiation into M-cells.  However, the 
mechanism of the differentiation into M-cells induced by RANK/RANKL signaling has not 
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been clarified in vivo.  On the other hand, the down-regulation of epithelial apoptosis in the 
FAE is probably involved in the differentiation into M-cells.  Moreover, RANK/RANKL 
signaling is involved in the inhibition of epithelial apoptosis in the murine mammary gland.  
Therefore, the study of chapter II in this thesis secondly aims to clarify the relationship among 
RANK/RANKL signaling, the down-regulation of epithelial apoptosis and the differentiation 
from MVs into M-cells in FAE of rat Peyer’s patches. 
In chapter I, the expressions of TLR -2, -4 and -9 were immunohistochemically 
investigated in the FAE, and epithelia of the follicle-associated intestinal villus (FAIV) and 
ordinary intestinal villus (IV) in rat Peyer’s patch without indigenous bacterial colonies on the 
mucosae.  As a result, TLR-2 was expressed in the striated borders of MVs in both IV and 
FAIV except in their apices.  However, TLR-2 expression in the striated borders was weaker 
in the epithelium of the follicular side of FAIV (f-FAIV) than in epithelia of IV and the 
anti-follicular side of FAIV.  TLR-4 and -9 were not expressed in the epithelia of FAIV and 
IV.  In the FAE, TLR-2, -4 and -9 were not expressed in the striated borders of MVs, 
whereas the roofs of some typical M-cells were immunopositive for all TLRs.  In the 
follicle-associated intestinal crypt (FAIC), immunopositivites for all TLRs were observed in 
the striated borders of MVs and the luminal substances.  From these findings, TLR-2, -4 and 
-9 are suggested not to participate directly in differentiation from MVs into M-cells but to be 
expressed in M-cell after the differentiation from MV into M-cell in the FAE of rat Peyer’s 
patches without indigenous bacterial colonies.  Furthermore, these findings also suggest that 
the recognition for indigenous bacteria by TLR expressed in the epithelia is probably more 
difficult in the space between FAE and the epithelium of FAIV than in the intervillous spaces. 
In chapter II, the expressions of TLR-2，-4，-9，RANK，RANKL and cleaved caspase-3 
were immunohistochemically investigated in the rat Peyer’s patches with and without 
indigenous bacterial colonies on the mucosae.  As a result, TLR-2 and -9 were not expressed 
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in the MVs, whereas TLR-4 was expressed in the striated borders of MVs upstream next to 
M-cells in the FAE of lymphatic follicles with Gram-negative bacterial colonies (b-LF).  
These results suggested that TLR-4+ MVs differentiate into M-cells in the FAE of b-LF.  In 
addition, TLR-4+ vesicles were frequently detected in the cytoplasms of the MV with TLR-4+ 
striated borders in the FAE of b-LF.  Considering that the number of TLR-4+ M-cells was 
greater in the FAE of b-LF than the FAE of lymphatic follicle without bacterial colonies 
(nb-LF), TLR-4+ MVs probably take up TLR-4 ligands and differentiate into TLR-4+ M-cells 
in the b-LF.  On the other hand, the intensity of immunopositivity for RANK was moderate 
throughout the FAE with or without bacterial colonies on the FAE.  In addition, the area of 
accumulated RANKL-immunopositive stromal cells was thicker in the dome area of the 
apical portion than in that of the basal portion in the nb-LF, whereas M-cells frequently 
appeared in the FAE of the basal and middle portions in the nb-LF.  Moreover, the area with 
accumulated RANKL-immunopositive stromal cells was thicker in the basal and middle 
portions of the dome area in the b-LF than those in the nb-LF, whereas M-cells were markedly 
increased in the FAE of the apical portion in the b-LF compared to that in the nb-LF.  These 
findings suggest that the distributions of RANK and RANKL do not correspond to the 
distribution of M-cells in the nb-LF, and that neither distribution was correlated with the 
change in the distribution of M-cells in the b-LF.  Therefore, RANK and RANKL do not 
probably participate directly in the differentiation into M-cells.  In addition, it is suggested 
that RANKL is expressed in the stromal cells of the LF, but not in the intestinal villus, and 
that cleaved caspase 3 is expressed in almost all epithelial cells throughout the IV, but not in 
the epithelial cells throughout the FAE except for apex of LF.  Therefore, RANK/RANKL 
signaling in the LF probably contribute to the down-regulation of epithelial apoptosis to form 
a milieu suitable for M-cell differentiation. 
In conclusion, the special expression of TLRs in the FAE of LF and the epithelia of FAIV 
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and IV in rat Peyer’s patch and some of mechanisms of differentiation into M-cell are 
clarified in this doctoral thesis.  Furthermore, this doctoral thesis also suggests that the 
recognition for indigenous bacteria by TLR expressed in the epithelia is probably more 
difficult in the space between FAE and the epithelium of FAIV than in the intervillous spaces 
and that TLR-4 is expressed in the MV of FAE and probably induce the differentiation into 
TLR-4+ M-cell in the case that Gram-negative bacterial colonies expand on the FAE from 
apical portion to middle and basal portion of LF.  On the other hand, RANK/RANKL 
signaling in the LF probably do not participate directly in the differentiation into M-cells and 
probably contribute to the down-regulation of epithelial apoptosis to form a milieu suitable 
for M-cell differentiation. 
52 
 
謝 辞  
 
本稿を終えるにあたり，本研究に終始御懇篤なる御指導および御助言
賜りました，本学大学院農学研究科資源生命科学専攻応用動物学講座  
北川  浩  教授に深謝致します。  
また本論文を御校閲下さいました本学大学院農学研究科資源生命科学
専攻応用動物学講座  星  信彦  教授ならびに河野  潤一  教授に深謝
致します。  
さらに，本研究に御懇篤なる御助言を賜りました本学大学院農学研究
科資源生命科学専攻応用動物学講座  万谷  洋平  特命助教ならびに横
山  俊史  助教に深謝致します。  
最後になりましたが，本研究の遂行にあたり終始御協力くださいまし
た組織生理学教育研究分野および動物分子形態学教育研究分野の教室員
各位に心より御礼申し上げます。  
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付図および付図説明  
 
 
 
 
略号  
 
af-FAIV: 濾胞付属腸絨毛の対リンパ小節側 
b-LF FAE上に細菌の存在するリンパ小節 
DA: 円蓋域 
FA: 濾胞域 
FAE: 濾胞被蓋上皮 
FAIC: 濾胞付属腸陰窩 
FAIV: 濾胞付属腸絨毛  
f-FAIV:  濾胞付属腸絨毛の対リンパ小節側  
IC: 一般腸陰窩  
IV: 一般腸絨毛  
LF: リンパ小節  
M: M 細胞  
MV: 微絨毛円柱上皮細胞 
nb-LF FAE上に細菌の存在しないリンパ小節 
RANK:  Receptor-activator of Nf-κB 
RANKL:  Ligand of receptor-activator of Nf-κB 
TLR:  Toll-like receptor 
 
図1 ラットパイエル板の模式図
破線：af-FAIVとf-FAIVの境界線
点線：DAとFAの境界線
DA
IV
FAIC
ICIC
FA
 
図 2 腸絨毛における TLR-2 の免疫組織化学的検出結果  
 
a）  IV における TLR-2 の局在  
IV の基部から頂部の MV の線条縁が TLR-2 陽性を示し，そ
の陽性強度は IV の基部では弱く，頂部に向かうにつれて強く
なっている。  
 
 
b）  FAIV における TLR-2 の局在  
af-FAIV および f-FAIV の MV の線条縁が TLR-2 陽性を示し，
af-FAIV の線条縁の陽性強度は強く， f-FAIV の線条縁の陽性強
度は弱くなっている。  
破線： af-FAIV と f-FAIV との間の境界線  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図3 腸絨毛およびリンパ小節におけるTLR-2
陽性上皮細胞の出現頻度
値は平均値±標準偏差を示す。
: P <0.01 **
 
図 4 腸絨毛における TLR-4 の免疫組織化学的検出結果  
 
a）  IV における TLR-4 の局在  
IV のすべての MV の線条縁が TLR-4 陰性である。  
 
 
b）  FAIV における TLR-4 の局在  
af-FAIV および f-FAIV のすべての MV の線条縁が TLR-4 陰性
である。  
破線： af-FAIV と f-FAIV との間の境界線  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図5 腸絨毛およびリンパ小節におけるTLR-4陽性
上皮細胞の出現頻度
値は平均値±標準偏差を示す。
: P <0.01 **
 
図 6 腸絨毛における TLR-9 の免疫組織化学的検出結果  
 
a）  IV における TLR-9 の局在  
IV のすべての MV の線条縁が TLR-9 陰性である。  
 
 
b）  FAIV における TLR-9 の局在  
af-FAIV および f-FAIV のすべての MV の線条縁が TLR-9 陰性
である。  
破線： af-FAIV と f-FAIV との間の境界線  
 
 Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図7 腸絨毛およびリンパ小節におけるTLR-9陽性
上皮細胞の出現頻度
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図 8 リンパ小節における TLR-2 の免疫組織化学的検出結果  
 
a）  FAE の低倍像  
FAE 中のほぼすべての MV の線条縁が TLR-2 陰性である。リ
ンパ小節の FAE 中に TLR-2 陽性を呈する M 細胞（矢印）が散
在する。  
 
b）  図 a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の基底側にはポケット（破線）が形成されており，そ
の中には遊走細胞が存在している。M 細胞の遊離縁側の細胞膜
が TLR-2 陽性を示している（矢印）。近傍の MV の線条縁は
TLR-2 陰性である（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
 
c）  リンパ小節基部から中部における TLR-2 の分布  
TLR-2 陽性 M 細胞（矢印）の腸陰窩側に位置する MV の線条
縁は TLR-2 陰性である。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 9 リンパ小節における TLR-4 の免疫組織化学的検出結果  
 
a）  FAE の低倍像  
FAE 中のほぼすべての MV の線条縁が TLR-4 陰性である。リ
ンパ小節の FAE 中に TLR-4 陽性を呈する M 細胞（矢印）が散
在する。  
 
b）  図 a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の基底側にはポケット（破線）が形成されており，そ
の中には遊走細胞が存在している。M 細胞の遊離縁側の細胞膜
が TLR-4 陽性を示している（矢印）。近傍の MV の線条縁は
TLR-4 陰性である（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
 
c）  リンパ小節基部から中部における TLR-4 の分布  
TLR-4 陽性 M 細胞（矢印）の腸陰窩側に位置する MV の線条
縁は TLR-4 陰性である。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 10 リンパ小節における TLR-9 の免疫組織化学的検出結果  
 
a）  FAE の低倍像  
FAE 中のほぼすべての MV の線条縁が TLR-9 陰性である。リ
ンパ小節の FAE 中に TLR-9 陽性を呈する M 細胞（矢印）が散
在する。  
 
b）  図 a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の基底側にはポケット（破線）が形成されており，そ
の中には遊走細胞が存在している。M 細胞の遊離縁側の細胞膜
が TLR-9 陽性を示している（矢印）。近傍の MV の線条縁は
TLR-9 陰性である（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
 
c）  リンパ小節基部から中部における TLR-9 の分布  
TLR-9 陽性 M 細胞（矢印）の腸陰窩側に位置する MV の線条
縁は TLR-9 陰性である。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 11 腸陰窩における TLR-2 の免疫組織化学的検出結果  
 
a)  IC における TLR-2 の局在  
IC の MV の線条縁が TLR-2 陽性を示すとともに（矢印），腸
陰窩の内容物も顆粒状ないし雲状の強陽性を示している（矢
頭）。  
 
 
b)  FAIC における TLR-2 の局在  
FAIC の MV の線条縁が TLR-2 陽性を示すとともに（矢印），
腸陰窩の内容物も顆粒状ないし雲状の陽性を示している（矢
頭）。  
 
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 12 腸陰窩における TLR-4 の免疫組織化学的検出結果  
 
a)  IC における TLR-4 の局在  
IC の MV の線条縁（矢印）およびパネート細胞の分泌顆粒が
TLR-4 陽性を示すとともに，腸陰窩の内容物も顆粒状の陽性を
示している（矢頭）。  
 
b)  図 a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
パネート細胞の一部の分泌顆粒（矢頭）が TLR-4 陽性を示し
ている。  
 
c)  FAIC における TLR-4 の局在  
FAIC の MV の線条縁（矢印）およびパネート細胞の分泌顆
粒が TLR-4 陽性を示すとともに，腸陰窩の内容物も顆粒状ない
し雲状の陽性を示している（矢頭）。  
 
d)  図 c の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
パネート細胞の一部の分泌顆粒（矢頭）が TLR-4 陽性を示し
ている。  
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 13 腸陰窩における TLR-9 の免疫組織化学的検出結果  
 
a)  IC における TLR-9 の局在  
IC の MV の線条縁が TLR-9 陽性を示すとともに（矢印），腸
陰窩の内容物も顆粒状ないし雲状の陽性を示している（矢頭）。 
 
 
b)  FAIC における TLR-9 の局在  
FAIC の MV の線条縁が TLR-9 陽性を示すとともに（矢印），
腸陰窩の内容物も顆粒状ないし雲状の陽性を示している（矢
頭）。  
 
Bar=10 μm 
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図14 リンパ小節上の細菌の増殖程度
青 棒：細菌が定着していないリンパ小節（nb-LF）
赤矢印：細菌が定着したリンパ小節（b-LF）
緑矢印：上皮の移動方向
破線：DAとFAの境界線
点線：LFの基部，中部および頂部の境界線
 
 
図 15 リンパ小節の一般組織像  
 
a）  nb-LF の FAE における M 細胞の分布  
nb-LF の FAE 内には M 細胞（矢印）が散在しており，リン
パ小節基部から中部の FAE では中程度みとめられ，頂部では少
数である。  
 
b）  nb-LF の M 細胞の高倍像  
FAE の MV 間に線条縁を有さず，基底側にポケットを有する
M 細胞（矢印）が存在しており，そのポケット内に遊走細胞（＊）
が多数存在している。  
 
c)  b-LF の FAE における M 細胞の分布  
b-LF の FAE 全長で M 細胞（矢印）が多くみとめられる。  
 
d)  b-LF の M 細胞の高倍像  
FAE 内において M 細胞（矢印）が隣接する M 細胞と繋がっ
たポケットを有している。  
 
Bar=10 μm  
染色：ヘマトキシリン・エオシン染色  
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図16 nb-LF（ ）およびb-LF（ ）のFAE
におけるM細胞数
値は箱ひげ図を用いて最小値，第1四分位，
中央値，第3四分位および最大値を示す。
: P <0.05 ,      : P <0.01 ***
図 17 リンパ小節の FAE 上に存在する細菌に対するグラム染色  
 
a）  LF の FAE 上に存在する細菌の性状  
細菌は LF 全長の FAE 上に存在しており，これらの細菌はす
べてグラム陰性桿菌である（矢頭）。  
 
 
b）  図 a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
LF 頂部の FAE 上に存在する細菌の多くは頂部の MV に接着
している（矢印）。  
 
Bar=10 μm  
染色：グラム染色  
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図 18 nb-LF および b-LF における TLR-2 の免疫組織化学的検出結果  
 
1a)  nb-LF の FAE における TLR-2 の局在  
FAE 全長の MV の線条縁が TLR-2 陰性である。遊離縁側に
TLR-2 陽性を呈する M 細胞（矢印）が FAE 中に散在している。  
1b)  1a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の遊離縁側が TLR-2 陽性を示しており（矢印），TLR-2
陽性 M 細胞の近傍に位置する MV の線条縁は TLR-2 陰性であ
る（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
2a)  b-LF の FAE における TLR-2 の局在  
LF 頂部の FAE では少数の MV の線条縁に TLR-2 陽性がみと
められるが，LF 基部から中部の FAE では MV は TLR-2 陰性で
ある。遊離縁側に TLR-2 陽性を呈する M 細胞（矢印）が FAE
中に散在している。  
2b)  2a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の遊離縁側が TLR-2 陽性を示しており（矢印），TLR-2
陽性 M 細胞の近傍に位置する MV の線条縁は TLR-2 陰性であ
る（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
2c)  2a の青枠で囲まれた部位の高倍像  
リンパ小節頂部の細菌が接着した MV の線条縁には TLR-2
陽性がみとめられる（矢印）。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図19 nb-LF（ ）およびb-LF（ ）のFAEにおける
TLR-2陽性M細胞数およびTLR-2陽性MV数
**
値は箱ひげ図を用いて最小値，第1四分位，中央値，第
3四分位および最大値を示す。
: P <0.01 **
 
 図 20 nb-LF および b-LF における TLR-4 の免疫組織化学的検出結果  
 
1a)  nb-LF の FAE における TLR-4 の局在  
FAE 全長の MV の線条縁が TLR-4 陰性である。遊離縁側に
TLR-4 陽性を呈する M 細胞（矢印）が FAE 中に散在している。  
1b)  1a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の遊離縁側が TLR-4 陽性を示しており（矢印），TLR-4
陽性 M 細胞の近傍に位置する MV の線条縁は TLR-4 陰性であ
る（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
2a)  b-LF の FAE における TLR-4 の局在  
FAE の多くの MV の線条縁および M 細胞（矢印）の遊離縁
側が TLR-4 陽性を示す。  
2b)  2a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の遊離縁側が TLR-4 陽性を示しており（矢印），TLR-4
陽性 M 細胞の近傍に位置する MV の線条縁も TLR-4 陽性を示
している（矢頭）。 TLR-4 陽性微絨毛円柱上皮細胞の細胞質内
には大小様々な小胞状の TLR-4 陽性がみとめられる（破線）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
2c)  2a の青枠で囲まれた部位の高倍像  
リンパ小節頂部の細菌が接着した MV（矢印）を含む多くの
MV の線条縁において TLR-4 陽性がみとめられる。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図21 nb-LF（ ）およびb-LF（ ）のFAEにおける
TLR-4陽性M細胞数およびTLR-4陽性MV数
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値は箱ひげ図を用いて最小値，第1四分位，中央値，第
3四分位および最大値を示す。
: P <0.05 ,      : P <0.01 ***
 
 
 
図 22 nb-LF および b-LF における TLR-9 の免疫組織化学的検出結果  
 
1a)  nb-LF の FAE における TLR-9 の局在  
FAE 全長の MV の線条縁が TLR-9 陰性である。遊離縁側に
TLR-9 陽性を呈する M 細胞（矢印）が FAE 中に散在している。  
1b)  1a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の遊離縁側が TLR-9 陽性を示しており（矢印），TLR-9
陽性 M 細胞の近傍に位置する MV の線条縁は TLR-9 陰性であ
る（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
2a)  b-LF の FAE における TLR-9 の局在  
LF 頂部の FAE では少数の MV の線条縁に TLR-9 陽性がみと
められるが，LF 基部から中部の FAE の MV は TLR-9 陰性であ
る。遊離縁側に TLR-9 陽性を呈する M 細胞（矢印）が FAE 中
に散在している。  
2b)  2a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
M 細胞の遊離縁側が TLR-9 陽性を示しており（矢印），TLR-9
陽性 M 細胞の近傍に位置する MV の線条縁は TLR-9 陰性であ
る（矢頭）。  
＊ :M 細胞のポケット内の遊走細胞の核  
2c)  2a の青枠で囲まれた部位の高倍像  
リンパ小節頂部の細菌が接着した MV の線条縁には TLR-9
陽性がみとめられる（矢印）。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図23 nb-LF（ ）およびb-LF（ ）のFAEにおける
TLR-9陽性M細胞数およびTLR-9陽性MV数
**
値は箱ひげ図を用いて最小値，第1四分位，中央値，第
3四分位および最大値を示す。
: P <0.01 **
 
図 24 腸絨毛およびリンパ小節における RANK の免疫組織化学的検
出結果  
1a)  腸絨毛における RANK の局在  
腸絨毛全長の上皮細胞が RANK 陽性を示しており，その陽性
強度は基部で中程度であり，頂部に向かうにつれて弱くなって
いる。  
1b)  腸絨毛の粘膜固有層における RANK の局在  
腸絨毛の粘膜固有層に RANK 陽性の遊走細胞（＊）が多数み
とめられる。  
2a)  nb-LF における RANK の局在  
FAE の M 細胞（矢印）および微絨毛円柱上皮細胞の細胞質
が中程度の陽性を示している。DA および FA に存在する多数の
遊走細胞が RANK 陽性を示している。  
2b)  2a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
FAE の MV（矢頭）の細胞質および M 細胞（矢印）の細胞質
（破線）が RANK 陽性を示しており，M 細胞のポケット内に存
在する遊走細胞（＊）にも RANK の陽性がみとめられる。  
3a)  b-LF における RANK の局在  
FAE の M 細胞（矢印）および微絨毛円柱上皮細胞の細胞質
が中程度の陽性を示している。DA および FA に存在する多数の
遊走細胞が RANK 陽性を示している。  
3b)  3a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
FAE の MV（矢頭）の細胞質および M 細胞（矢印）の細胞質
（破線）が RANK 陽性を示しており，M 細胞のポケット内に存
在する遊走細胞（＊）にも RANK の陽性がみとめられる。  
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 25 腸絨毛およびリンパ小節における RANKL の免疫組織化学的
検出結果  
 
a）  腸絨毛における RANKL の局在  
腸絨毛の構成組織は RANKL 陰性である。  
 
b）  nb-LF における RANKL の局在  
LF の FAE は RANKL 陰性であり，DA および FA の間質細胞
が RANKL 陽性を示している。陽性強度は FAE 直下の間質細胞
で最も強く， FA に向かうにつれて弱くなっている。  
破線：RANKL 陽性の間質細胞が密集した領域  
 
c）  b-LF における RANKL の局在  
LF の FAE は RANKL 陰性であり，上皮直下の間質細胞が
RANKL 陽性を示している。陽性強度は FAE 直下の間質細胞で
最も強く，FA に向かうにつれて弱くなっている。nb-LF と比べ
てリンパ小節の基部から中部で RANKL 陽性の間質細胞が密集
した領域が広くなっている。  
破線：RANKL 陽性の間質細胞が密集した領域  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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図 26 腸絨毛およびリンパ小節における活性型 caspase 3 の免疫組織
化学的検出結果  
 
1)  腸絨毛上皮における活性型 caspase 3 の局在  
腸絨毛全長の上皮細胞が細胞質内に陽性を示しており，特に
腸絨毛の先端部において強い陽性を示している。  
 
2a)  nb-LF の FAE における活性型 caspase 3 の局在  
LF 頂部に活性型 caspase 3 陽性の MV が少数出現するが，FAE
全長の多くの MV および M 細胞は活性型 caspase 3 陰性である。 
 
2b)  図 2a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
LF 頂部の少数の MV が細胞質内に活性型 caspase 3 強陽性を
示している。  
 
3a)  b-LF の FAE における活性型 caspase 3 の局在  
LF 頂部に活性型 caspase 3 陽性の MV が少数出現するが，FAE
全長の多くの MV および M 細胞は活性型 caspase 3 陰性である。 
 
3b)  図 3a の赤枠で囲まれた部位の高倍像  
LF 頂部において少数の MV が細胞質内に活性型 caspase 3 強
陽性を示している。  
 
Bar=10 μm  
対比染色：ヘマトキシリン染色  
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